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ABSTRACT 
 
 
 
 
 
 
 
          ABSTRACT 
 
 
Exopolysaccharides (EPS) play an important role in the rheology and texture of fermented 
foods, and among them, some β-glucans have immunomodulating properties. 
Pediococcus parvulus 2.6 and other lactic acid bacteria (LAB) isolated from infected 
alcoholic beverages produce an identical (1,3)(1,2)-β-D-glucan. The characterization of the 
synthesis of this EPS is the main objective of this work. The study was performed with a 
combination of genetic engineering, molecular microbiological, biochemical and biophysical 
approaches. The results obtained as well as their interpretation are detailed below. 
We have identified and determine the nucleotide sequence of 6 glycosyltransferase (gtf) 
genes from LAB belonging to the Pediococcus, Lactococcus and Oenococus genera. Their 
genetic location in P. parvulus 2.6, L. diolivorans G77 and O. oeni I4 has been established. The 
gene is carried by two different plasmids of 35 kb and 5,5 kb in the first two hosts, whereas in 
O. oeni the gene is chromosomally located. 
Bioinformatic analysis of the gtf gene product indicated that it is an enzyme that belongs to 
the GT-2 membrane-bond glycosyltransferase family. Moreover, the topological prediction of 
the GTF protein indicates that a cytosolic glycosyl transferase domain is flanked by two and 
four trans-membrane segments. Detection of glycosyltransferase activity in membrane 
preparations of GTF overexpressor strains strongly supports the bioinformatic predictions for 
the enzyme activity and location. 
In addition, the heterologous expression of the P. parvulus 2.6R gtf in Streptococcus 
pneumoniae and in Lactoccus lactis enable these strains to synthesize a β-glucan 
immunologically indistinguishable from that of S. pneumoniae serotype 37. The overproduction 
of the P. parvulus 2.6 GTF glucosyltransferase in L. lactis resulted in synthesis and secretion of 
300 mg/l of the (1,3)(1,2)-β-D-glucan in this host. The method used to purify the EPS allowed 
an 80% recovery of pure β-glucan with a high molecular mass (6,5 x 106 Da) similar to that of 
the biopolymer synthesized by P. parvulus (9,6 x 106 Da). 
An immunological method for detection of (1,3)(1,2)-β-D-glucans has been standardized 
and validated in this work. The ELISA method is based in the use of anti-serotype 37 
pneumococcal antibodies and allows direct quantification of the exopolysaccharide in the 
supernatant of its producing bacteria grown in complex media, which contain mono- and poly-
saccharides with a threshold of 18 ng/ml. The method is substantially specific for this β-D-
glucan, only detecting (1,3)(1,6)-β-glucan at high concentrations (>10 μg/ml) and not 
interacting with linear (1,3)-β-D-glucan or heteropolysaccharides. 
The above described method has been also used for the in vitro enzymatic characterization 
of the GTF glucosyltransferase associated with membrane vesicles of L. lactis NZ9000. The 
results showed that the activity is optimal at 37ºC in the pH range of 6,5 to 7, it displays typical 
Michaelis Menten kinetics with respect to UDP-glucose (Km = 0,125 mM) and has a Vmax = 
0,018 µg EPS/mg prot /min. Moreover, β-glucan synthesis proceeds linearly with time up to 4 h, 
and catalysis is inhibited in the presence of UTP, UDP or EDTA. Finally, the chemical 
characterization of the reaction product revealed that indeed it is the (1,3)(1,2)-β-D-glucan. 
Finally, a comparative analysis has been performed of the potential probiotic properties of 
the β-D-glucan producer P. parvulus 2.6R and its isogenic EPS-non-producer 2.6RN strain. 
After exposure to gastrointestinal stress, both strains showed the same pattern of resistance, 
indicating that the ability to produce EPS does not protect P. parvulus in this sense. By contrast, 
the adhesion of 2.6R to Caco-2 cells was twenty four-fold higher than that of 2.6NR strain. 
Moreover, the high adherence of the EPS producer (6%) to Caco-2 cells was partially abolished 
(decrease to 1.8%) after EPS removal by washing. Both strains induce the production of the 
anti-inflammatory cytokine IL-10 by polarized macrophages, however the levels of pro-
inflammatory cytokines (TNF-α and IL-8) are higher in response to the 2.6NR strain, suggesting 
that EPS could be considered a beneficial immunomodulator. 
Abstarct
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
 
 
1. INTRODUCCIÓN 
1.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS 
 
Las bacterias ácido lácticas (96) constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos 
que pueden sobrevivir en ambientes muy diversos tales como la superficie de plantas, el tracto 
gastrointestinal de animales y un gran número de productos alimenticios como los productos 
lácteos. Este grupo bacteriano responde a la definición general de bacterias Gram-positivas, en 
forma de cocos, bacilos o coco-bacilos y de bajo contenido en G+C (6). En general son 
bacterias inmóviles, no esporuladas, anaerobias aerotolerantes y catalasa negativas (con 
excepción del género Aerococcus). Presentan un metabolismo estrictamente fermentativo, 
sintetizando ácido láctico como principal producto de la fermentación de carbohidratos 
(metabolismo homofermentativo) o ácido láctico, etanol y CO2 (metabolismo 
heterofermentativo). Tienen una capacidad biosintética muy limitada por lo que necesitan 
disponer de numerosas vitaminas, bases nitrogenadas y aminoácidos en el ambiente donde 
proliferan. Este grupo de microorganismos comprende: (i) patógenos, tales como Streptococcus 
pneumoniae o S. pyogenes y (ii) bacterias de interés industrial, tales como S. thermophilus o 
Lacococcus lactis, reconocidas como organismos seguros para el consumo humano (GRAS: 
Generally Recognized As Safe). 
El término bacterias lácticas no agrupa simplemente una serie de bacterias con unas 
características metabólicas comunes, sino que responde también a criterios filogenéticos. Según 
este criterio, de acuerdo al contenido en G+C, las bacterias Gram-positivas se dividen en dos 
grupos o filos: (i) Firmicutes (G+C, menor del 50%) y (ii) Actinobacteria (G+C, mayor del 
50%). Así, las bacterias ácido lácticas (BAL) por su bajo contenido en G+C, pertenecen al filo 
Firmicutes (BXIII) y a la clase Bacilli (78) que comprende los siguientes géneros: Aerococcus, 
Alloiococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella. 
Las bacterias pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Propionibacterium presentan 
un contenido G+C mayor del 50% y pertenecen al filo Actinobacteria (BXIV). Además, se 
encuentran en ecosistemas similares a los de las BAL y a menudo están asociadas a éstas (78). 
En la figura 1I se representa la posición filogenética de estos dos géneros y la de los géneros 
pertenecientes al grupo de las bacterias lácticas. 
 
Introducción
1
 
Figura 1I. Arbol filogenético de los géneros BAL, Bifidobacterium y Propionibacterium, construído en 
base a las secuencias de RNA 16S de las especies tipo de cada uno de los géneros representados (216). 
 
Debido a su actividad metabólica sobre azúcares, ácidos orgánicos, proteínas o grasas, 
muchos de estos géneros son utilizados en una amplia variedad de fermentaciones de productos 
como la leche, carne, bebidas alcohólicas y vegetales. Ésto da lugar, no sólo a la mejora de la 
conservación de dichos productos, sino también a la de sus propiedades organolépticas (287). 
La contribución de las bacterias lácticas en la conservación de los productos fermentados, no 
sólo es debida de la disminución de su pH por la formación de ácido láctico, sino también, en 
algunos casos, a la capacidad de secretar peróxido de hidrógeno y bacteriocinas como la nisina, 
que inhiben el crecimiento de microorganismos patógenos (125). 
Muchas BAL, mejoran también la textura y viscosidad de yogures, quesos y otras leches 
fermentadas, a causa de la producción de exopolisacáridos (EPS) (215). Además, algunos de 
estos EPS parecen tener efectos beneficiosos para la salud, tales como la capacidad de disminuir 
el colesterol sanguíneo, actividades antitumorales e inmunomoduladores. De hecho, 
recientemente, en la elaboración de alimentos funcionales se han incluído cepas específicas de 
BAL y son los EPS producidos por éstas, una de las moléculas a las que se les atribuye el efecto 
probiótico o beneficioso para la salud de estos alimentos (211). 
En lo que a bebidas alcohólicas se refiere las BAL presentan por un lado, un efecto 
beneficioso ya que llevan a cabo la fermentación maloláctica aunque en algunos casos también 
son las causantes de algunas alteraciones que disminuyen la calidad de la bebida, tales como el 
ahilado o aceitado. Dicha alteración consiste en un aumento de la viscosidad de la bebida debido 
a la producción de EPS y aunque la enfermedad de la “grasa o ahilado” fue descrita por primera 
vez en vino por Pasteur en 1866 (190), ésta sigue ocurriendo ocasionalmente en sidras naturales 
(63), vinos (147) y cervezas (264). 
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En la sidra, las estirpes causantes de dicha alteración pertenecen a los géneros 
Lactobacillus (63), Oenococcus (103) y Pediococcus (70). Así, la cepa utilizada en esta tesis P. 
parvulus 2.6R, fue aislada de sidra natural ahilada y produce un exopolisacárido (1,3)(1,2)-β-D-
glucano, cuya estructura se describe mas adelante en el apartado 1.2.1 de este capítulo. A partir 
de esta estirpe y mediante curado de plásmido, se obtuvo la estirpe no productora de EPS P. 
parvulus 2.6NR (70). Esta cepa fue inicialmente clasificada mediante métodos bioquímicos 
como P. damnosus 2.6R pero posteriormente fue renombrada como P. parvulus 2.6R al ser 
caracterizada la secuencia nucleotídica de su rRNA 16S (284). 
Los pediococos son BAL pertenecientes a la familia Lactobacillae. Sus células presentan 
forma de cocos, y aunque normalmente se agrupan como diplos o tétradas, también pueden 
hallarse como cocos aislados. Son bacterias estrictamente homofermentativas, que pueden 
dividirse alternativamente a lo largo de dos planos de simetría (231). 
Este género agrupa 9 especies: parvulus, acidilactic, damnosus, dextrinicus, pentosaceus, 
inopinatus, cellicola, stilesii y ethanolidurans (6, 72, 144, 294). Algunas de ellas son usadas 
para la elaboración de productos cárnicos y vegetales fermentados, y en el proceso de 
conservación del forraje denominado ensilado. Por otro lado la estirpe P. damnosus es 
considerada la principal alterante en las bebidas alcohólicas. En la cerveza debido a la 
producción de diacetilo/acetoína y en la sidra o el vino (146), como se ha mencionado 
anteriormente, por la síntesis de EPS. 
 
1.2. LOS EXOPOLISACÁRIDOS DE BACTERIAS ÁCIDO LÁCTICAS 
 
Las bacterias pueden producir una gran variedad de polisacáridos los cuales se definen 
según su localización celular. Algunos como el glucógeno, se sitúan en el citoplasma, y son 
usados como fuente de carbono y energía. Otros, sin embargo, son componentes de la pared 
celular tales como el peptidoglicano, los ácidos teicóicos o los lipopolisacáridos de la membrana 
celular externa de bacterias Gram-negativas y por último, un tercer grupo localizado en el 
exterior celular. Dentro de este último grupo, los polisacáridos pueden permanecer íntimamente 
unidos a la superficie celular, formando una cápsula (CPS) y/o ser liberados al medio de cultivo 
como sustancia mucosa (EPS). Los EPS a su vez pueden permanecer débilmente unidos a la 
pared celular o ser completamente secretados al exterior celular (27, 212). 
La producción de EPS está ampliamente distribuida entre las BAL, y constituye un rasgo 
inestable dependiente de distintos factores, tanto genéticos como ambientales. Algunos EPS 
confieren a la bacteria que lo produce lo que se denomina fenotipo o carácter filante, que se 
identifica por: (i) la formación de largos filamentos o hilos al tocar con el asa de siembra una 
colonia, o (ii) la viscosidad que aporta la bacteria al medio líquido. Las variantes no productoras 
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de EPS, muchas veces son consecuencia de la inestabilidad mencionada anteriormente (212). 
Hay opiniones contradictorias en cuanto a la terminología ya que algunas cepas designadas 
como no productoras de EPS pueden tener cápsulas y/o producir EPS en pequeñas cantidades 
(92). 
Los EPS producidos por BAL no son usados normalmente como fuente de energía por 
parte del microorganismo productor (27). De hecho la función de éstos en la naturaleza no ha 
sido claramente establecida. Probablemente cumplan una función de protección frente a 
condiciones ambientales adversas tales como, la desecación, fagocitosis, ataque de 
bacteriófagos, antibióticos o compuestos tóxicos y estrés osmótico. Asimismo, los EPS también 
pueden desempeñar un papel en el reconocimiento celular, en la adhesión a superficies como la 
mucosa intestinal y en la formación de biopelículas facilitando así la colonización de diversos 
ecosistemas (28, 215). Así, la producción de EPS está implicada en la adhesión de S. mutans y 
en su capacidad para formar la placa dental (27). Además, el EPS producido por L. lactis subsp. 
cremoris NZ4010 confiere a la bacteria protección frente a diversos factores antimicrobianos, 
como bacteriocinas, lisozima y fagocitosis (148). También, cabe destacar que las BAL que 
producen EPS a partir de la sacarosa, consiguen ventajas desde el punto de vista osmótico y 
energético respecto a las cepas no productoras (123). 
Finalmente se ha descrito la producción de EPS en BAL, asociadas a diferentes 
ecosistemas tales como el tracto gastrointestinal, alimentos fermentados, bebidas alcohólicas y 
plantas. Y en este sentido, la alta proporción de estirpes de BAL productoras de EPS respecto a 
las no productoras, en un hábitat en particular, refleja una ventaja competitiva (73). 
 
1.2.1. Clasificación, composición y estructura 
 
Los EPS producidos por BAL pueden clasificarse según su composición en: 
heteropolisacáridos (HePS) y homopolisacáridos (HoPS). 
Existe una gran diversidad de HePS, de acuerdo a su composición, estructura, masa 
molecular y funcionalidad. Éstos, presentan un esqueleto formado por unidades repetitivas 
lineales o ramificadas que pueden contener entre 2 y 8 monosacáridos diferentes. Los 
monosacáridos mas frecuentes son D-glucosa, D-galactosa, L-ramnosa en diferentes 
proporciones y en algunos casos también N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, 
manosa, fucosa, ribosa y sustituyentes no glucosídicos como fosfato, acetilo y glicerol (48, 49). 
La figura 2I, muestra como ejemplo la estructura del heptasacárido que constituye la unidad 
repetitiva del exopolisacárido sintetizado por Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2074. 
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Figura 2I. Estructura primaria de la unidad repetitiva del HePS producido por Lb. delbrueckii sbsp. 
bulgaricus NCFB 2074 (91) 
 
Los HePS son producidos por BAL que pertenecen a los siguientes géneros: Enterococcus 
(especies faecalis y faecium), Lactococcus (especies lactis subsp.cremoris y lactis subsp. lactis), 
Lactobacillus (especies casei, sake, rhamnosus, helveticus, acidophilus, delbrueckii subsp. 
bulgaricus), Streptococcus (especies thermophilus y macedonicus) y Leuconostoc (especie 
mesenteroides) (175). 
Por otra parte, los HoPS están constituidos por unidades repetitivas que pueden contener 
principalmente: fructosa (fructanos) o glucosa (glucanos), los cuales pueden variar en el grado 
de ramificación, tipos de enlaces glicosídicos y peso molecular. Los fructanos, sintetizados por 
diferentes especies de los géneros Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus y Weisella, forman 
parte de dos grupos, inulinas (con enlaces β-2,1) y levanos (con enlaces β-2,6). 
A su vez los glucanos, de acuerdo a su estructura primaria (tipo de enlace) se pueden 
dividir en: α y β-D-glucanos. Los primeros de acuerdo al carbono involucrado en el enlace, se 
subdividen en dextranos (α-1,6), mutanos (α-1,3), glucanos (α-1,2), reuteranos (α-1,4) y 
alternanos (α-1,3 y α-1,6). Los α-glucanos han sido aislados en varias cepas pertenecientes a los 
géneros: Lactobacillus, Leuconostoc y Streptococcus (216). Mientras que la producción de β-
glucanos se ha descrito en Propionibacterium freundenreichii subsp shermanii TL34 (182), en 
S. pneumoniae serotipo 37 (1) y en un número reducido de BAL aisladas de bebidas alcohólicas 
ahiladas: Pediococcus parvulus IOEB8801 y Oenococcus oeni IOEB0205 de vino (150) y P. 
parvulus 2.6R (61), Lb. diolivorans G77 (62) y O. oeni I4 (103) de sidra. En todos los casos, los 
β-D-glucanos, tienen enlaces β-(1,3) en la cadena principal con ramificaciones mas o menos 
frecuentes en posición β-(1,2) (Fig. 3I). 
Por último, otro tipo de HoPS son los poligalactanos, producidos por L. lactis sbsp. 
cremoris H414 constituidos por galactosa, con dos tipos de enlaces glicosídicos. β-(1,3) y β-
(1,4) (48, 87). 
Cabe destacar también, que una misma especie de bacteria láctica puede producir mas de 
un tipo de EPS, como es el caso de O. oeni (103) o Lb. reuteri (259), entre otros. 
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Figura 3I. Representación esquemática de la unidad estructural repetitiva del (1,3)(1,2)-β-D-glucano de 
P. parvulus 2.6R (61). 
 
La masa molecular de los EPS puede variar tanto por la composición y condiciones de 
cultivo como por los métodos empleados para el aislamiento y purificación de los polisacáridos. 
Además cepas de la misma especie pueden producir exopolisacáridos con diferentes masas 
moleculares. 
En general, la masa molecular de los HePS es algo menor que la de los HoPS. En el caso 
de los HePs puede oscilar en un rango desde 4 x 104 a 9 x 106 Da para cepas de S. thermophilus, 
desde 1 x 105 a 2 x 106 Da para cepas de L. lactis subsp. cremoris y desde 2,5 x 104 a 1,4 x 106 
Da para estirpes de Lb. rhamnosus. Mientras que para los HoPS producidos por cepas de S. 
mutans o de Lb. reuteri, se ha descrito que su masa molecular se encuentra respectivamente en 
un rango desde 2,7 x 106 a 2,2 x 107 ó desde 1,5 x 105 a 3,5 x 106 Da (212). P. parvulus 2.6R, en 
función de la composición del medio de cultivo, produce un β-D-glucano con masas 
moleculares entre 2,5 x 106 y 9,7 x 106 (269). 
La masa molecular junto con la cantidad de EPS producido durante la fermentación, son 
factores determinantes del efecto de estos biopolímeros en el desarrollo de las características 
reológicas de los productos fermentados. No obstante, estas propiedades también dependen de 
la estructura tridimensional y del potencial de la molécula para formar interacciones con otras 
moléculas presentes en el alimento, como las proteínas de la leche. Esto último, a su vez 
dependerá esencialmente de la estructura primaria o secuencia de los azúcares (139, 211). 
 
1.2.2. Biosíntesis y organización genética 
 
1.2.2.1. Los heteropolisacáridos 
 
Los genes involucrados en la biogénesis de los HePS suelen estar agrupados en el genoma 
bacteriano y están localizados en el cromosoma de las BAL termófílas (por ejemplo: S. 
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thermophilus Sfi6) y en plásmidos de bacterias mesófilas (por ejemplo: L. lactis subsp cremoris 
NIZO B40) (139). 
Esta organización estructural, se encuentra muy conservada entre las BAL (148, 240, 263) 
y es muy similar a la observada para los operones y grupos de genes implicados en la síntesis 
de: (i) lipopolisacáridos (LPS) de enterobacterias (107, 233), (ii) capsulas (CPS) de patógenos 
como S. pneumoniae o S. aureus (76, 143, 206) y (iii) el EPS de Sinorhizobium meliloti (85). 
Los genes implicados en la síntesis y secreción de HePS en general están orientados en una 
misma dirección y son transcritos como un único mRNA policistrónico. Éstos operones 
codifican enzimas y proteínas involucradas en la síntesis de la unidad repetitiva, determinación 
de la longitud de cadena, polimerización y secreción así como en la regulación de su síntesis 
(108). Mientras que los genes implicados en la síntesis de azúcares nucleotídicos, no suelen 
encontrarse asociados a los operones. Existe una excepción con respecto a la localización de 
dichos genes y ocurre en Lb. rhamnosus, donde éstos se encuentran asociados al operón 
responsable de la biogénesis del EPS y poseen su propio promotor transcripcional aunque 
también pueden ser transcritos junto con los genes eps (191). 
Existe una gran variabilidad en los genes implicados en la síntesis de la unidad repetitiva, 
ya que esta región es la responsable de la especificidad de producción de un tipo de EPS, 
mientras que los genes de polimerización y transporte se encuentran más conservados (108). 
El primer paso en la síntesis del HePS, es la síntesis de la unidad repetitiva que se lleva a 
cabo en el interior celular mediante la acción de las glicosiltransferasas (GTF) específicas 
unidas a membrana. Estas enzimas catalizan la transferencia de los monosacáridos desde los 
azúcares activados en forma de azúcar nucleotídico (UDP-glucosa, UDP-galactosa, dTDP-
ramnosa) a una unidad repetitiva en formación. Dicha unidad, probablemente se encuentra unida 
a una molécula transportadora situada en la membrana plasmática que actúa como aceptor del 
primer monosacárido, acción catalizada por una GTF llamada GTF cebadora (216). Se ha 
propuesto que ese transportador podría ser un derivado isoprenoide, del tipo undecaprenol-
fosfato (C55-P), por analogía con la síntesis de otros exopolisacáridos de bacterias Gram-
negativas, así como por su participación en el ensamblaje del peptidoglicano, ácidos teicoicos y 
LPS (282). Sin embargo en algunos estudios, se ha sugerido que el lípido transportador en S. 
termophilus Sfi6 no sería el undecaprenol, dado que la síntesis en esa bacteria es insensible a la 
bacitracina (compuesto que bloquea la transformación del C55-PP a C55-P) (241). 
El mecanismo de polimerización de las unidades repetitivas, la determinación de longitud 
de la cadena y el posterior transporte al exterior celular no está claro todavía. Sin embargo, la 
similitud de los productos génicos implicados en estos procesos con los de la polimerización y 
exportación del antígeno-O de E. coli o del EPS de S. meliloti, sugiere que probablemente las 
bacterias lácticas presenten mecanismos similares de polimerización y secreción del EPS. Así, 
podría estar implicada una enzima de la familia de las flipasas en el transporte de las unidades 
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repetitivas unidas al lípido transportador desde la cara citoplasmática de la membrana al espacio 
periplásmico (108, 139, 286). De la misma manera, una polimerasa catalizaría la unión de las 
unidades repetitivas y otra enzima podría controlar la longitud de la cadena. A continuación el 
polímero sería liberado al espacio extracelular o quedaría unido formando una cápsula (282). 
En cuanto a la regulación, se desconocen los mecanismos, sin embargo se ha propuesto una 
función reguladora para los correspondientes productos génicos de distintos géneros de BAL, 
debido a su similitud con proteínas tipo LytR, un regulador transcripcional del operón de la 
autolisina de Bacillus subtilis. 
Finalmente, la síntesis de los diferentes azúcares nucleotídicos ocurre en el citoplasma, 
principalmente a partir de glucosa 1-P, que se sintetiza a partir de glucosa 6-P. Estas dos formas 
fosforiladas de la glucosa, forman parte a su vez del metabolismo central de la bacteria, el cual 
se inicia con el transporte del azúcar al interior de la célula (49). 
Los sistemas de transporte, así como la clasificación, mecanismos de acción y demás 
consideraciones respecto de las GTF se describen en apartados posteriores a este capítulo. 
En la figura 4I se muestra, como ejemplo, la organización genética del cluster de Lb. 
bulgaricus Lfi5 y el modelo propuesto para la síntesis del EPS en dicha estirpe. La biosíntesis 
de la unidad repetitiva se inicia con la transferencia de P-Glucosa al lípido aceptor, 
probablemente undecaprenol fosfato (C55-P) por medio de la fosfoglucosiltransferasa EpsE. A 
continuación se incorpora un residuo de α-Galactosa con enlaces α-(1,3) por la acción de EpsF 
(α-galactosiltransferasa), seguida de una segunda incorporación de otro residuo de α-Galactosa 
con enlaces α-(1,2) mediada por EpsI (α-galactosiltransferasa). Posteriormente se adicionan dos 
residuos laterales: uno de β-galactosa con enlaces β-(1,3) y otro de α-Rhamnosa con enlaces α-
(1,3), a la cadena principal por la posible acción de EpsH (β-galactosiltransferasa) y EpsG (α-
rhamnosiltransferasa) respectivamente. Por último se incorporan dos residuos de β-Galactosa 
con enlaces β-(1,4), uno de ellos a la cadena principal, el cual podría ser mediado por la EpsM y 
el otro correspondiente a la ramificación terminal posiblemente por la acción de EpsJ, ambas 
podrían tener la misma actividad β-(1,4) galactosiltransferasa, cuya diferencia es la molécula 
aceptora (un residuo de α-Galactosa para EpsM y uno de β-galactosa para EpsJ). Tras 
completarse la unidad repetitiva, ésta sería translocada por EpsN que podría actuar como 
flipasa. Finalmente la polimerización de las unidades repetitivas sería llevada a cabo por un 
complejo formado por EpsK (putativa polimerasa), EpsB, EpsC y EpsD (por interacción con 
EpsK regularían el número de unidades repetitivas) y el EPS así formado sería liberado al medio 
extracelular (82). 
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Figura 4I. A Mapa físico del locus eps en el cromosoma de Lb. bulgaricus Lfi5 (adaptado de (82)). El 
triángulo señala el sitio del promotor y Ώ un posible terminador de la transcripción. Las flechas indican 
los ORFs con sus respectivas designaciones. B. Representación esquemática del modelo propuesto para la 
síntesis del EPS en Lb. bulgáricus LFi5 por (82). En rojo se indican las proteínas implicadas en las 
distintas etapas. 
 
1.2.2.2. Los homopolisacáridos 
 
La mayoría de los HoPS (α-glucanos y fructanos) son sintetizados por glicansacarasas 
extracelulares que utilizan como sustrato la sacarosa. Estas enzimas llevan a cabo una reacción 
de transglicosilación, mediante la cual transfieren desde la sacarosa una molécula de glucosa o 
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fructosa al polisacárido en crecimiento (Fig. 5I). La energía necesaria para dicha reacción 
proviene de la hidrólisis de la sacarosa, catalizada también por la misma enzima (173). Dichas 
enzimas, en presencia también de sacarosa y aceptores como la maltosa, isomaltosa, etc, 
conducen a la formación de oligosacáridos de bajo peso molecular y en algunos casos también 
heteroligosacáridos (123, 260). 
Las glicansacarasas que sintetizan α-glucanos se denominan glucansacarasas (GS) y están 
presentes sólo en BAL, mientras que las que sintetizan fructanos se denominan fructansacarasas 
(FS) y están presentes en bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas. 
De acuerdo al Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de Bioquímica y 
Biología Molecular (UIBMB), las enzimas GS se clasifican según la reacción catalizada y la 
especificidad de producto en: dextransacarasas (E.C.2.4.1.5), alternansacarasas (E.C.2.4.1.140). 
Por otro lado las mutansacarasas y reuteransacarasas se clasifican junto con las 
dextransacarasas. También las enzimas FS se clasifican según los productos sintetizados en, 
inulosacarasas (E.C.2.4.1.9) y levansacarasas (E.C.2.4.1.10). 
Al contrario de las glicosiltransferasas que se discuten mas adelante, estas glicansacarasas 
son transglicosidasas, que desde el punto de vista estructural, evolutivo y mecanístico, se 
encuentran relacionadas con las glicosidasas (33). 
A su vez, las glicosidasas o glicosil-hidrolasas (GH), se clasifican en diferentes familias 
según la secuencia de aminoácidos (94, 95). En esta clasificación, las enzimas GS pertenecen a 
la familia GH70 y las FS a la familia GH68 (32). 
 
 
Sacarosa + (Glucano)n 
Glucansacarasa (Glucano)n+1 Fructosa + 
Sacarosa + (Fructano)n 
Fructansacarasa (Fructano)n+1 Glucosa + 
Figura 5I. Síntesis de glucanos y fructanos a partir de sacarosa. 
 
Si bien las enzimas GS y FS, catalizan reacciones similares y usan sacarosa como sustrato, 
éstas no muestran gran similitud en la secuencia de aminoácidos y difieren desde el punto de 
vista estructural. 
Según la secuencia de aminoácidos, en estas enzimas se pueden distinguir 4 dominios 
estructurales (Fig. 6I): (i) un péptido señal implicado en la secreción de la enzima; (ii) un 
dominio N-terminal variable de función desconocida; (iii) un dominio catalítico conservado, 
que comprende los sitios de unión y corte de la sacarosa y en caso de las FS, también un sitio de 
unión a iones calcio y (iv) un dominio C-terminal involucrado en el tamaño del producto y/o 
especificidad de la enzima y en la unión al α-glucano (GS) o a la pared celular (FS) (123, 260). 
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El mecanismo de acción de las GS para la síntesis de α-glucanos, aún no ha sido totalmente 
esclarecido. El paso clave de la transferencia de la unidad D-glucosil, es la formación de un 
intermediario covalente glucosil-enzima, en el que se encuentra involucrada una tríada, 
constituida por dos aspárticos y un glutámico. Desde este intermediario, la unidad glucosil es 
transferida al aceptor (el polímero en crecimiento) por un mecanismo procesivo (173). 
En concreto, la síntesis puede ser descrita en tres pasos: iniciación, elongación y 
terminación, siendo este último el que corresponde a la disociación del complejo α-glucano-
enzima. Asimismo, se han propuesto dos mecanismos alternativos para la elongación, uno 
ocurre en el extremo reductor y otro en el no reductor de la cadena de α-glucano (172). 
En cuanto al mecanismo de acción de las enzimas FS, hasta el momento se conoce poco. 
La síntesis de los fructanos podría llevarse a cabo por un mecanismo de elongación múltiple, en 
el cual los residuos de fructosa son agregados al azar al fructano en crecimiento (39). El 
mecanismo catalítico propuesto para la reacción de transfructosilación ocurre en dos pasos en 
los que participan un grupo nucleofílico y otro acidofílico y mediante la formación de un 
intermediario (fructosa-enzima) unido covalentemente (232). 
Respecto a los genes que codifican estas glicansacarasas, éstos se encuentran en el 
cromosoma y generalmente forman parte de operones simples. También en algunos casos se han 
descrito elementos móviles adyacentes a dichos genes (73). 
 
 
Glucansacarasa
Fructansacarasa
PS  DV DC DCT 
PS  DV DC DCT 
Figura 6I. Representación esquemática de la estructura básica de las enzimas glucansacarasas (GS) y 
fructansacarasas (FS) adaptado de (276). La escala representa la longitud en aminoácidos; (SP) péptido 
señal; (DV) dominio variable; (DC) dominio catalítico; (DCT) dominio C-terminal. 
 
Por último la síntesis de los β-glucanos, que es poco frecuente entre las bacterias lácticas, 
ha sido menos estudiada y es objeto de estudio de esta tesis. 
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1.2.3. Aislamiento, purificación y caracterización estructural de los EPS 
 
1.2.3.1. Aislamiento y purificación 
 
Aunque se ha indicado que las BAL crecen y producen más EPS en medios complejos que 
en medios definidos (51), para el aislamiento y purificación del EPS es preferible el uso de 
medios químicamente definidos o semidefinidos que evitan la interferencia de algunos 
componentes tales como los glucomananos presentes en los extractos de levadura, o peptonas 
incluidas en medios complejos como el MRS (265). 
Normalmente antes de llevar a cabo cualquier método de aislamiento y purificación, las 
células se eliminan por centrifugación. El método más simple consiste en dializar el medio de 
cultivo y finalmente liofilizar. Sin embargo los métodos de extracción más utilizados consisten 
fundamentalmente en dos etapas: 1) precipitación con diferentes volúmenes de etanol o acetona 
y 2) en el caso de medios ricos en proteínas como la leche descremada, la eliminación de éstas 
puede realizarse precipitando una o más veces con ácido tricloro acético (TCA) y digestión 
posterior con proteasas o bien una combinación de ambos, antes de dializar y liofilizar (212). 
Además, para la purificación de los EPS también se pueden usar distintas técnicas de 
filtración en membranas (microfiltración, ultrafiltración y diafiltración) (255). Otros 
tratamientos complementarios para incrementar la pureza, son la digestión con DNAsas o las 
columnas de intercambio aniónico (212). Y también al final se puede añadir una etapa de 
purificación por cromatografía de exclusión molecular preparativa, que además permite conocer 
el peso molecular aproximado del EPS (122). 
Para cuantificar el EPS obtenido se pueden seguir distintos procedimientos. El más sencillo 
de todos ellos consiste en pesar el liófilo, aunque de esta manera, es posible sobreestimar la 
cantidad de EPS por la presencia de contaminantes. El más utilizado es el método colorimétrico 
del fenol-sulfúrico (60), que valora el contenido total de carbohidratos en la muestra. Una 
alternativa a esta técnica es el método de la antrona, aunque este es adecuado sólo cuando la 
concentración de EPS es superior a 10 mg/l (60). Otros métodos usados son la cromatografía de 
exclusión molecular, que permite la separación del EPS por tamaño y la detección simultánea y 
cuantificación por refractometría (66) o por espectroscopía de infrarrojo cercano (153, 217). 
 
1.2.3.2. Caracterización estructural 
 
Para determinar la estructura primaria (composición y secuencia monoméricas, tipo de 
enlaces glicosídicos, etc.) de un EPS, no basta una sola técnica. Por ello para la identificación de 
los monosacáridos constituyentes, cualquiera que sea la técnica que se realice, se requiere en 
primer lugar la despolimerización total del polisacárido, que se puede realizar mediante la 
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hidrólisis ácida, con trifluoroacético, ácido clorhídrico o ácido sulfúrico. A continuación, la 
técnica más utilizada para la identificación y cuantificación de los azúcares constituyentes, es la 
cromatografía de líquido-gas seguida de espectrometría de masas (CGL-EM), la cual requiere la 
transformación de los monosacáridos en derivados volátiles tales como los O-trimetilderivados 
de los metil glicósidos, acetatos de alditoles, trifluoroacetatos, etc (212).  
La determinación del tipo de sustitución (tipo de enlace), se determina mediante el análisis 
por metilación. Este análisis consiste en la esterificación completa de los grupos hidroxilos 
libres, es decir, los que no forman parte del anillo ni llevan sustituyentes y no participan de los 
enlaces glicosídicos. El polisacárido es en primer lugar metilado, y luego tras la hidrólisis del 
mismo, es reducido por tratamiento con borohidruro sódico deuterado (NaBD4) y finalmente 
acetilado. Por último, los acetato de alditol parcialmente metilados obtenidos, son analizados 
por (CGL-EM). 
Otra técnica utilizada es la resonancia magnética nuclear (RMN) que se utiliza 
frecuentemente para el estudio de la conformación del EPS en solución y permite en algunos 
casos obtener la secuencia completa del polisacárido. Esta técnica requiere el tratamiento previo 
y repetidas veces del EPS con agua deuterada. El espectro monodimensional 1H RMN 
proporciona los datos de los desplazamientos químicos y constantes de acoplamiento de los 
monosacáridos componentes del EPS. Los protones anoméricos de las hexosas tienen su zona 
de resonancia, separada del resto de los protones de la molécula, por lo que se puede determinar 
el número de monosacáridos diferentes o iguales con diferentes entornos y la estereoquímica de 
los enlaces glicosídicos (α ó β) del EPS. 
La masa molecular de los EPS puede ser determinada por cromatografía de exclusión 
molecular en un sistema HPLC o por cromatografía líquida rápida para proteínas (FPLC). Por 
HPLC, la detección se realiza mediante refractometría comparando los tiempos de retención del 
EPS eluido con los de un estándar de masa molecular conocida que generalmente es el dextrano 
(90, 158). Por FPLC, la concentración de EPS en las fracciones recogidas se puede valorar por 
el método del fenol sulfúrico (240).  
 
1.2.4. Métodos de detección de la producción de EPS  
 
El método más sencillo para detectar la producción de EPS por bacterias, es la 
visualización de las colonias en placas de agar, bien sea por su aspecto filante (formación de 
hilos cuando se toca la colonia con el asa de siembra), mucoso (las colonias son relucientes o 
brillantes y no forman hilos) o limoso, menos común, descrito en Lc mesenteroides, cuyas 
colonias son mucosas y filantes (18, 54). El examen visual también puede hacerse observando 
un aumento de la viscosidad en medio líquido, ya sea por la resistencia que ofrece al paso por 
una pipeta serológica o por la hebras que se forman cuando cae desde la punta de una 
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micropipeta (267). Estos métodos son sólo indicativos y pueden no ser de utilidad cuando la 
producción de EPS es baja o cuando el EPS producido tiene unas características fisico-químicas 
determinadas que no confieren viscosidad al medio (139, 217). 
La técnica en placa de agar-leche y rojo de rutenio utilizada para S. thermophilus Sfi6, 
permite distinguir las bacterias no productoras de EPS que tiñen sus paredes celulares con el 
colorante (colonias de color rosa), mientras que las productoras, por la presencia del EPS no 
incorporan el colorante y son blancas (240).  
Mediante microscopía óptica es posible distinguir los EPS, utilizando colorantes 
apropiados y teniendo en cuenta la naturaleza aniónica de muchos de ellos. En unos casos se 
realizan tinciones negativas que ofrecen la ventaja de poder distinguir entre los polisacáridos 
capsulares y los secretados. Tal es el caso de S. thermophilus OR901, que además de producir 
un EPS que es liberados al medio, presenta una cápsula que se visualiza por microscopía óptica 
tras la tinción con tinta china (4). 
La producción de dextranos en S. mutans y Lc. mesenteroides, ha sido ampliamente 
estudiada por microscopía electrónica de transmisión (MET), usando distintos métodos de 
preparación, algunos de los cuales consiste en la tinción con rojo de rutenio en presencia de 
tetróxido de osmio, previa fijación y deshidratación de la muestra (19). El uso de colorantes 
catiónicos como el rojo de rutenio o azul Alcian facilitan la deposición del osmio, el cual a su 
vez incrementa la densidad electrónica del EPS. Esta técnica también ha sido empleada para la 
detección de biopelículas bacterianas (68, 245). 
Para la detección de la producción de β-glucanos en cepas de P. parvulus, O. oeni aisladas 
de vino (55, 278) y Propionibacterium aislado de quesos (53), se ha empleado un método 
inmunológico. Éste, consiste en un ensayo de inmunoaglutinación con anticuerpos contra el 
serotipo 37 de S. pneumioniae (151). 
La inmunoaglutinación ha sido también empleada para detectar el polisacárido capsular de 
S. thermophilus MC-1C empleando las lectinas, glicoproteínas que se unen a ciertos 
monosacáridos (208). Además, al estar las lectinas conjugadas a sondas fluorescentes, el método 
permite la cuantificación del polisacárido por fluorimetría. 
 
1.2.5. Aplicaciones de los EPS. Interés de los β-glucanos 
 
La gran diversidad estructural entre los polisacáridos en general (composición química, 
tipo de enlace, peso molecular, etc.), posibilita un amplio y variado rango de aplicaciones en la 
industria, desde la manufactura del papel y la recuperación de aceite hasta la elaboración de 
alimentos y productos cosméticos. 
En cuanto a su aplicación en industria no alimentaria, el dextrano que es un HoPS 
producido por Lc. Mesenteroides es uno de los que presentan más versatilidad en sus 
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aplicaciones. Como ejemplos, cabe destacar su inclusión en columnas filtración en gel 
(Sephadex), en recubrimientos con metales, en la estabilización de jarabes, como sustitutivo del 
plasma y para mejorar el flujo sanguíneo (49). 
En lo que a la industria alimenticia se refiere, los polisacáridos de alto peso molecular son 
de interés como agentes espesantes, gelificantes, emulsionantes y estabilizantes en la 
elaboración de una gran variedad de productos. La mayoría de estos polisacáridos proceden de 
plantas y algas, como las pectinas, la celulosa y el alginato (118). 
Otra fuente de estos bioespesantes, la constituyen los EPS bacterianos. Entre ellos destacan 
el xantano y el gelano, procedentes de bacterias Gram-negativas, de amplio uso en la industria 
alimenticia, a pesar de que en el caso del xantano, procede de una bacteria fitopatógena (244). 
En este sentido, la mayoría de las BAL poseen la categoría GRAS, por lo que sus EPS pueden 
ser considerados de grado alimenticio. Sin embargo, debido al bajo rendimiento de éstos en 
comparación con la producción de xantano, en la actualidad todavía no han sido empleados 
como aditivos alimentarios (48). Por ello, la producción in situ por las BAL es la alternativa a la 
adición de los biopolímeros procedentes de plantas o de bacterias no GRAS (215). 
En concreto en la industria láctea se utilizan BAL productoras de EPS, en su mayoría 
pertenecientes a los géneros Streptococcus, Lactobacillus y Lactococcus para mejorar la textura 
y las propiedades organolépticas del producto (46, 204). Esto es debido a que los EPS, por un 
lado actúan como agentes espesantes mejorando las características reológicas (viscosidad y 
elasticidad) y por otro, se comportan como estabilizantes reteniendo el agua y evitando así la 
sinéresis (59). 
Son ejemplo de lo anteriormente mencionado, la elaboración de leches fermentadas en los 
países nórdicos como el viili y langmjolk, así como la producción de kéfir, yogur y quesos tipo 
mozzarella, bajos en grasas (49). 
Además se ha sugerido que los EPS producidos por algunas BAL poseen efectos 
beneficiosos para la salud, al ser capaces de reducir los niveles de colesterol sérico así como de 
modular la respuesta inmune y a través de dicha modulación presentar propiedades 
antitumorales. Estos polisacáridos también podrían tener un efecto prebiótico al ser una posible 
fuente de energía para la microbiota residente en el intestino (211, 215). 
Sin embargo, los mecanismos fisiológicos mediante los cuales los EPS ejercen dichos 
efectos, son desconocidos, se basan es estudios que han sido llevados a cabo en modelos in vitro 
y carecen, hasta el momento, de pruebas clínicas que demuestren su eficacia (211). 
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1.2.5.1. Interés de los β-glucanos 
 
Estos polisacáridos son producidos por organismos tanto procariotas como eucariotas y se 
clasifican en función de sus características estructurales. Así, algunos ejemplos son: los (1,3)-β-
D-glucanos lineales, como el curdlano, que es secretado al medio por algunas estirpes de los 
géneros Agrobacterium y Rhizobium; los (1,3)(1,6)-β-D-glucanos con estructura ramificada 
como la laminarina o el zimosán presentes en las paredes celulares de algunos hongos y 
levaduras; los (1,3)(1,4)-β-D-glucanos ramificados, los cuales forman parte del endospermo de 
las semillas de cereales (137) y los (1,3)(1,2)-β-D-glucanos ramificados, que como ya se 
describió en el apartado 1.2.1 de este capítulo, constituyen entre otros, el EPS producido por P. 
parvulus 2.6R o la capsula de S. pneumoniae serotipo 37. 
Los (1,3)-β-D-glucanos son de interés no sólo como agentes gelificantes como es el caso 
del curdlano, aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para su uso en la industria 
alimenticia, sino también por sus actividades biológicas (137, 165). A su vez, tanto las 
propiedades reológicas, como los efectos biológicos, dependen de la estructura primaria, masa 
molecular y conformación (165). 
En cuanto a sus actividades biológicas, estos polisacáridos pueden actuar como 
inmunoestimuladores, antiinflamatorios, antimicrobianos, antivirales, antitumorales, reductores 
de los niveles de colesterol y antidiabéticos (137, 293). 
En relación a su actividad inmunoestimuladora, se ha comprobado que los (1,3)-β-D-
glucanos lineales como el curdlano y con ramificaciones 1,6 de eucariotas, tienen capacidad de 
activar macrófagos y como consecuencia las células T, las células NK y las células B 
incluyendo la regulación de algunas citoquinas y el complemento. A estos β-glucanos se les 
atribuyen actividades antimicrobianas y propiedades antitumorales al inducir la activación de 
macrófagos o células dendríticas (21, 207). 
Una variedad de receptores, presentes tanto en células inmunes como no inmunes, han sido 
implicados en las respuestas biológicas a estos polímeros (20). A pesar de ello, solamente para 
un tipo de receptores, denominados Dectin-1, se ha demostrado de forma concluyente su 
función en dichas respuestas (21, 22). 
Estos receptores, específicos de los (1,3)-β-D-glucanos, pertenecen a la familia de 
receptores denominada receptores lectina tipo C “C-type lectin-like receptor” y se expresan en 
células fagocíticas, incluyendo macrófagos, neutrófilos y en células dendríticas. 
Como consecuencia de la activación de receptores Dectin-1, por los (1,3)(1,6)-β-D-
glucanos presentes en las paredes de hongos y levaduras, se pueden desencadenar respuestas 
celulares muy variadas, que incluyen la fagocitosis, endocitosis, estrés oxidativo y la inducción 
de citoquinas y quimiocinas pro- y anti-inflamatorias. Estas respuestas son consecuencia de 
mecanismos específicos de señalización intracelular que Dectin-1 puede mediar por sí solo y/o 
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en colaboración con receptores tipo Toll (TLR) (52, 207). Por otra parte, en términos generales 
pueden encontrarse diferencias en cuanto a la respuesta inmune, de acuerdo a la estructura 
química, peso molecular y conformación de los β-glucanos (22, 165). 
Con respecto al efecto antidiabético que muestran los β-glucanos, uno de los posibles 
mecanismos propuestos, es que se pueda deber a la interacción de éstos con algunos receptores 
como Dectin-1, que están presentes en las células de Langerhans, del páncreas (42). 
En cuanto a la capacidad de reducir los niveles del colesterol sérico, ésta ha sido atribuida a 
los β-D-glucanos presentes en cereales y levaduras. Uno de los posibles mecanismos de acción 
propuestos, es que estos polisacáridos pueden unirse a las sales biliares y a otros lípidos, 
impidiendo su absorción. Así, una disminución en el retorno de las sales biliares al hígado, 
conllevaría a un incremento de su síntesis a partir del colesterol y como consecuencia a una 
disminución de los niveles de este en la sangre (160). Sin embargo, algunos estudios apoyan un 
mecanismo alternativo al indicar que el aumento de la síntesis de sales biliares a partir de 
colesterol, es debido a un incremento en la actividad de la enzima colesterol 7-α-hidroxilasa, 
que participa en dicha conversión (289). 
Por otra parte, los compuestos denominados prebióticos, se han definido como ingredientes 
de la dieta, no digeribles, pero fermentables, que favorecen el crecimiento y/o actividad de un 
número limitado de bacterias en el colon, consideradas beneficiosas para la salud del 
hospedador (81). Algunos ejemplos de prebióticos disponibles ya para el consumo humano, son 
los xilooligosacáridos (XOS) y los fructooligosacáridos (FOS) como la inulina (10, 36). En este 
sentido, los β-glucanos o los productos de su hidrólisis, están siendo investigados por su posible 
potencial como prebióticos. Estos polímeros pueden ser hidrolizados por β-glucanasas 
extracelulares procedentes de ciertas bacterias de la microbiota intestinal, dando lugar a 
oligosacáridos, algunos de los cuales estimulan el crecimiento de algunas especies de 
Lactobacillus (234). Asimismo la fermentación de β-glucanos por bacterias residentes en el 
colon, conduce a la formación de ácidos grasos de cadena corta (SCFA) en particular ácido 
propiónico, que promueve la reducción de los niveles de colesterol (100, 135). 
 
1.3. LAS GLICOSILTRANSFERASAS 
 
Las glicosiltransferasas (GTF, EC 2.4.x.y) constituyen un grupo de enzimas ubicuas tanto 
en procariotas como eucariotas, que están involucradas en la biosíntesis de oligosacáridos, 
polisacáridos y glicoconjugados (por ejemplo glicoproteínas y lipopolisacáridos) (247). Estas 
moléculas, de gran diversidad, median en un amplio rango de funciones como el 
almacenamiento de energía, la estructura de las paredes celulares y las interacciones célula-
célula (16). 
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Las GTFs catalizan la transferencia de un residuo de azúcar desde un sustrato donador 
activado, a una molécula aceptora específica, formando un enlace glicosídico. Los sustratos 
donadores de azúcares continen en su mayoria azucares nucleósido difosfato (por ejemplo: 
UDP-Gal o GDP-Man) siendo las glicosiltransferasas dependientes de estos sustratos, 
particularmente abundantes. Sin embargo, también existen otras glicosiltransferasas que pueden 
utilizar como sustratos donadores, azúcares nucleósido monofosfato (por ejemplo: CMP-Neu 
Ac), azucares lípido fosfatos (por ejemplo: oligosacáridos dolicol fosfato) y azúcar 1-fosfato. 
En cuanto a los sustratos aceptores, éstos son habitualmente otros azúcares, aunque 
también pueden ser lípidos, proteínas, ácidos nucléicos, antibióticos y otras moléculas de 
pequeña masa molecular (133). 
 
1.3.1. Clasificación, estructura y mecanismos de acción 
 
1.3.1.1. Clasificación 
 
Las glicosiltransferasas, al igual que otras enzimas, han sido clasificadas por el UIBMB. 
Sin embargo, este sistema de clasificación no se acomoda estrictamente a las enzimas que 
actúan sobre varios sustratos diferentes, como es el caso de las GTF. Por ello, estas proteínas 
han sido designadas como EC 2.4.x.y, no siendo posible adjudicarles la clasificación de cuatro 
dígitos numéricos, hasta que su actividad enzimática haya sido totalmente caracterizada 
(identificación de los sustratos donador y aceptor, así como del producto de la reacción). 
Para superar las limitaciones de la designación EC 2.4.x.y, como en el caso de las glicosil-
hidrolasas, se ha establecido una clasificación de las GTF en familias basada en la similitud de 
sus secuencias aminoacídicas (24, 33). Una característica de este sistema de clasificación, es que 
dentro de cada familia el mecanismo molecular está conservado y por ello puede extrapolarse 
información mecanística de las pocas enzimas que han sido caracterizados bioquímicamente a 
otros menos caracterizados. 
En la actualidad existen ya 91 familias (denominadas como GTx), que pueden consultarse 
en la dirección URL: http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html. Dicha clasificación se renueva 
periódicamente. 
Existen grandes diferencias en cuanto al número y funciones de las glicosiltransferasas 
entre las distintas familias. Una de las pocas familias que comprende un gran número de GTF de 
diferentes orígenes y de funciones muy diversas, es la familia GT2. Dicha familia contiene más 
de 3.500 proteínas, de origen animal, vegetal y de diferentes especies de levaduras y bacterias, 
con al menos 12 funciones caracterizadas diferentes. Así, la familia GT2 incluye entre otras 
enzimas: celulosa sintetasas, quitina sintetasas, manosiltransferasas, galactosiltransferasas, 
ramnosiltransferasas y glucosiltransferasas. Por el contrario, otras familias son monofuncionales 
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y contienen pocos miembros. En el caso de estas últimas, la similitud de secuencia corresponde 
a todo el dominio catalítico, mientras que para familias poliespecíficas, como GT2 o GT4, la 
homología está restringida sólo a algunos dominios conservados, que se detallan en la discusión 
(16). 
Finalmente, las GTF han sido clasificadas en grupos dependiendo de su estructura 
tridimensional (3D) y de la estereoquímica de la reacción que catalizan. (33). 
 
1.3.1.2. Estructura 
 
Se han determinado más de 100 estructuras cristalinas que corresponden a 23 GTF 
diferentes, presentes en organismos eucarióticos y procarióticos. En consecuencia, solamente 17 
familias, de las 91 existentes, poseen al menos una GTF cuya estructura 3D ha sido determinada 
por estudios de difracción de rayos X de sus cristales. 
En todas las estructuras de las glicosiltransferasas azucar nucleósido dependientes, 
resueltas hasta el momento (33, 98, 258), sólo se han observado dos tipos de plegamiento 
denominados GT-A y GT-B (13) (Fig. 7I). Incluso, para muchas de las familias aún no 
caracterizadas estructuralmente, se puede predecir que pueden adoptar uno de esos dos 
plegamientos. Además cabe destacar, que los dos tipos de GTF (las que retienen y las que 
invierten la configuración anomérica) que se describen en el apartado 1.3.1.3. pueden presentar 
cualquiera de estos dos plegamientos (33). 
La superfamilia GT-A presenta un plegamiento global tipo sándwich α/β/α y es metalo 
dependiente (Mn2+ o Mg2+). Consiste en un arreglo central de láminas β paralelas rodeadas de 
un número variable de hélices α a ambos lados, recordando al motivo de enlace a 
mononucleótidos o plegamiento de Rossman. 
La primera estructura GT-A fue descrita para SpsA, una GTF de Bacillus subtilis, que 
invierte la configuración anomérica (ver detalles del mecanismo de acción en 1.3.1.3) (40). La 
estructura muestra dos dominios β/α/β cuya aproximación lleva a la formación de una lámina β 
central continua rodeada por hélices α (Fig. 7I, A) (133). Por esta razón, algunos describen el 
plegamiento GT-A como un sólo dominio, aunque están presentes tanto el dominio de unión a 
nucleótido como el de unión al sustrato aceptor (258). 
La mayoría de las enzimas GT-A poseen la tríada aminoacídica DXD, en la que los grupos 
carboxilos de los residuos asparticos coordinan un catión divalente y/o ribosa (15, 285). Aunque 
el motivo DXD, se describe como una característica de glicosiltransferasas GT-A, existen 
ejemplos de algunas que no lo poseen (189) y existen enzimas que si lo presentan y no son GTF. 
La superfamilia GT-B incluye enzimas metalo independientes, que presentan un 
plegamiento constituido por dos dominios de tipo Rossman separados. Estos dominios están 
conectados por una región de unión y su configuración genera una cavidad entre ellos, en la que 
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se localiza el sitio catalítico (Fig. 7I, B). Al igual que en el plegamiento GT-A, estos dominios 
están asociados a los sitios de unión al sustrato donador y al aceptor. 
 
 
Figura 7I. Plegamientos GT-A y GT-B correspondientes a las GTFs. (A) GT-A está representado por la 
enzima SpsA de B. subtilis. (B) GT-B está representado por la β-glucosiltransferasa del bacteriófago T4. 
Adaptado de (133). 
A B 
 
Cabe señalar que otras enzimas no-GTF tales como las nucleotidiltransferasas y las azúcar 
epimerasas pueden adoptar los plegamientos GT-A como GT-B respectivamente (23, 25). 
Por último, recientemente se ha determinado la estructura 3D del dominio C-terminal 
soluble de la oligosacriltransferasa STT3 de Pirococcus furiosus y su plegamiento ha sido 
asignado a una nueva superfamilia denominada GT-C. Estos resultados no son todavía 
conclusivos, ya que los autores no fueron capaces de detectar actividad en esta proteína 
truncada. Sin embargo, es necesario resaltar que el alineamiento de la secuencia de aminoácidos 
de esta proteína con las de otras glicosiltransferasas, ha permitido predecir que su plegamiento 
podría incluir a miembros de 12 familias GTF (133). 
 
1.3.1.3. Mecanismos de acción 
 
De acuerdo a la estereoquímica del azúcar donador y del enlace glicosídico formado, las 
glicosiltransferasas pueden ser clasificadas en dos tipos: i) las GTF que invierten la 
configuración anomérica del producto respecto al sustrato donador (por ejemplo: UDP-Glc→β-
glucósido) y ii) las GTF que retienen la configuración anomérica del producto respecto al 
sustrato donador (por ejemplo: UDP-Glc→α-glucosido) (Fig.8I). 
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Sustrato donador 
Sustrato aceptor 
Inversión 
Retención 
β-glucósido  
α-glucósido  
Figura 8I. Representación esquemática de los dos resultados estereoquímicos posibles para la formación 
de un nuevo enlace glicosídico (α o β). En el sustrato donador, (R) puede ser un nucleósido monofosfato, 
un nucleósido o un lípido. Cuando el sustrato aceptor es un azúcar, (R) es la cadena polisacarídica. 
Adaptado de (133). 
 
Así, y por analogía con los mecanismos mejor estudiados de las glicosil hidrolasas (232), 
se han propuesto dos mecanismos catalíticos para las GTF. 
El primero está catalizado por las GTF que invierten la configuración anomérica e incluye 
enzimas con plegamiento GT-A y GT-B. Durante la catálisis un grupo hidroxilo del sustrato 
aceptor sería activado por un aminoácido ácido (Asp191 en SpsA) del centro activo de la 
enzima, que posteriormente realizaría un ataque nucleofílico al C1 del sustrato donador. En el 
caso de las GTF que presentan un plegamiento GT-A, y a diferencia de las GT-B, un catión 
divalente (Mn2+ o Mg2+) coordinado al motivo DXD, actuaría como catalizador ácido facilitando 
la liberación del producto generado a partir del sustrato donador (por ejemplo: nucleósido 
difosfato). 
El segundo mecanismo está catalizado por las GTF que retiene la configuración anomérica 
e incluye enzimas con plegamiento GT-A y GT-B. Este mecanismo todavía no ha sido 
totalmente esclarecido, pero por analogía con las glicosil hidrolasas, probablemente conlleve un 
doble desplazamiento, mediante la formación de un intermediario covalentemente unido 
(glicosil-enzima) por el ataque de un centro nucleofílico de la enzima al sustrato donador. A 
continuación durante la liberación del nucleósido difosfato del sustrato donador, esta molécula 
participaría como una base catalítica en la activación del grupo hidroxilo del aceptor, quien 
seguidamente realizaría un ataque nucleofílico al intermediario glicosil-enzima (133). 
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1.3.2. GTFs que sintetizan EPS 
 
Como ya se ha descrito en el apartado 1.2.2., las GTF que llevan a cabo la síntesis de EPS, 
en particular HePS y β-D glucanos, son proteínas de membrana que utilizan como sustrato 
donador activado, un azúcar nucleotídico. Estas enzimas además de la clasificación del UIBMB 
(EC 2.4.1.X) pertenecen a distintas familias según su secuencia aminoacídica. 
En cuanto a las GTF cebadoras, como se ha explicado en el mismo apartado, son aquellas 
que llevan a cabo la transferencia del primer residuo de azúcar (azúcar-fosfato) en la síntesis de 
la unidad repetitiva. Estas enzimas llamadas también undecaprenil-glicosil-1-fosfato, a 
diferencia de las otras GTF que participan a posteriori en la síntesis del EPS, reconocen como 
aceptor al lípido transportador y no catalizan la formación de un enlace glicosídico. 
Además, las proteínas GTF-cebadoras, son similares en bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas. De hecho la secuencia de aminoácidos de la región C-terminal de estas enzimas, 
corresponde a una región conservada donde se encuentra el centro catalítico y que además 
presenta homología con las azúcar transferasas implicadas en la síntesis de lipopolisacáridos 
(199). 
Se ha estudiado la funcionalidad de los productos de los genes gtf y gtf-cebadoras, por 
expresión homóloga y heteróloga. Algunos ejemplos de GTF-cebadoras ya caracterizadas son: 
EpsE de S. thermophilus Sfi6 que es una fosfogalactosiltransferasa (240, 241) o CpsE de S. 
thermophilus NCFB2393 (3) y EpsD de L. lactis subsp cremoris B40 (177, 263), ambas 
fosfoglucosiltransferasas. 
Con respecto a las otras GTF involucradas en la síntesis de los HePS, éstas corresponden 
tanto a α- como a β-glicosiltransferasas, pero para la mayoría de ellas, su especificidad por el 
azúcar donador ha sido atribuida por homología de las secuencias aminoacídicas (108). Se han 
llevado a cabo pocos estudios funcionales, pero entre ellos se encuentran los realizados en S. 
thermophilus Sfi6 cuya EpsG corresponde a una N-acetil-glucosamintransferasa que cataliza la 
transferencia de un residuo de N-acetilglucosamina a un precursor β-galactosa unido al lípido 
transportador (241). Además en distintas cepas de L. lactis subsp. cremoris, EpsE y EpsF 
transfieren glucosa a un residuo de glucosa unida al lípido y EpsG cataliza la unión de galactosa 
al precursor lipídico unido a celobiosa (262). 
La actividad glicosiltransferasa de estas enzimas ha sido estudiada por análisis in vitro 
mediante el uso de azúcares marcados radiactivamente (generalmente con 14C), que son 
incorporados a una fracción de membrana que contiene la enzima o bien en células 
permeabilizadas. Una vez incorporado el sustrato radiactivo, el producto macromolecular o los 
intermediarios lípido-azúcar son hidrolizados total o parcialmente y la mezcla se fracciona por 
cromatografía en capa fina (TLC), lo cual permite visualizar la composición en monosacáridos u 
oligosacáridos. 
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Por último, cabe destacar, que hasta el momento no se ha resuelto ninguna estructura 3D 
para GTF implicadas en la síntesis de EPS de bacterias lácticas, lo cual es esencial para un 
mejor entendimiento del modo de acción de estas enzimas. 
 
1.4. SISTEMAS DE EXPRESION HETERÓLOGA  
 
En este trabajo se utilizó el sistema NICE para la expresión heteróloga de la proteína GTF 
de P. parvulus 2.6R en L. lactis NZ9000. También con el mismo fin, se utilizó el sistema de 
expresión regulado por maltosa en la estirpe L lactis MG1363 y en S. pneumoniae R6. 
 
1.4.1. Sistema de expresión génica inducible por nisina (NICE) 
 
El sistema NICE, uno de los casos de quorum-sensi mejor caracterizados en BAL, es sin 
duda el más utilizado en la producción de proteínas heterólogas en L. lactis (126, 129, 141, 
166). Este sistema deriva del operón nis (nisABTCIPRKEFG) presente en algunas cepas de L. 
lactis, y participa en la biosíntesis del péptido antimicrobiano nisina (Fig. 9I, a) (45, 127, 128). 
El primer gen nisA, codifica el precursor de la nisina. Los otros genes dirigen la síntesis de las 
proteínas que están involucradas en la modificación, translocación y procesamiento de la nisina 
(nisB, nisC, nisP, y nisT), en la inmunidad contra la nisina (nisI, nisF, nisE y nisG) y en la 
regulación de la expresión de los genes de la nisina (nisR y nisK). NisR y NisK pertenecen a la 
familia de sistemas de transducción de señal de dos componentes. Así, NisK es una histidina 
kinasa que se encuentra en la membrana citoplasmática y se ha propuesto que actúa como un 
receptor para la molécula de nisina madura. Después de la unión de la nisina a NisK ésta se 
autofosforila y transfiere el grupo fosfato al regulador de respuesta NisR, activándolo. A 
continuación, NisR activado induce la transcripción de dos de los tres promotores en el operón 
de la nisina: PnisA y PnisF (Fig. 9I, b), mientras que el promotor de nisR, que dirige la expresión 
de los genes nisR y nisK no se ve afectado (44, 127). 
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nisina 
Figura 9I. Sistema NICE (adaptado de (128, 201)). a. Esquema del operón de la nisina. P*: promotor 
inducible, P: promotor constitutivo, IR: repetición invertida. b. Modelo de transducción de señal de la 
nisina que implica la proteína sensora NisK y el regulador de respuesta Nis R en la cepa de Lactococcus 
lactis NZ9000. 
 
Para utilizar el mecanismo de autoinducción de la nisina en la expresión génica, los genes 
del sistema de transducción de señal nisK y nisR fueron insertados en el cromosoma de L. lactis 
subsp. cremoris MG1363 (no productora de nisina), creando la cepa NZ9000 (Fig. 9I, b). 
Cuando un gen de interés es clonado bajo el promotor inducible PnisA en el cromosoma o en un 
plásmido de la familia pNZ, como es el caso de este trabajo, la expresión del gen puede ser 
inducida (hasta > 1000 veces) por la adición de cantidades subinhibitorias de nisina al medio de 
cultivo (125). También se desarrolló un sistema de dos plásmidos, con el promotor nisA y los 
genes regulatorios nisK y nisR con el fin de poder usar este sistema en otras bacterias Gram-
positivas (117, 128). 
El sistema NICE ofrece varias ventajas: (i) la inducción de la expresión génica es eficaz y 
está estrictamente controlada, lo cual permite obtener proteínas con un alto rendimiento (166), 
(ii) la utilización en procesos de producción a gran escala, ofreciendo además la calidad de 
grado alimentario (167) y (iii) la posibilidad de ser utilizado en una variedad de BAL y otras 
bacterias de relevancia industrial como en especies de Bacillus, Enterococcus, Lactococcus, 
Lactobacillus y Streptococcus (65, 117). 
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1.4.2. Sistema de expresión en regulado por maltosa  
 
El único sistema de transporte de azúcar caracterizado en S. pneumoniae es el sistema de 
utilización de los maltosacáridos (238). Los genes implicados en el transporte y utilización de 
estos azúcares están organizados en tres operones (Fig. 10I). 
                
Figura 10I. Representación esquemática del regulón de la maltosa de S. pneumoniae (adaptado de (178)) 
Se indícan los tres promotores: PX, PM y PR. También se encuentra indicado el control regulador negativo 
del represor MalR sobre los promotores PX y PM. 
 
Dos de estos operones: malXCD y malMP codifican las enzimas implicadas en el 
transporte y metabolismo de los maltosacáridos, respectivamente. Estos dos operones se 
transcriben a partir de dos promotores divergentes, PX y PM, y están regulados negativamente 
por el represor transcripcional MalR, en ausencia de maltosa (180, 200). Además, MalR reprime 
mas eficientemente la transcripción desde PM que desde PX, mientras que la RNA polimerasa 
muestra mayor afinidad por el promotor PX  (178, 180). Como consecuencia de ésto, el operón 
malMP, está inhibido en ausencia de maltosa, mientras que malXCD funciona al menos a 
niveles basales, permitiendo así una entrada mínima de moléculas de maltosa y maltodextrinas 
que permiten la activación del sistema cuando la bacteria entre en contacto con un hábitat en el 
cual los azucares efectores estén presentes. 
En la construcción del plásmido pLS1RGFP (Fig. 11I), la fusión de una versión modificada 
de la proteína fluorescente verde de Aequorea victoria (GFP) bajo el control del promotor PM, 
permitió analizar en S. pneumoniae el efecto de MalR suplementando el gen malR en 
multicopia, en el mismo plásmido. Como consecuencia de ello, se demostró una correlación 
entre los incrementos de la expresión de la GFP y la concentración de la maltosa en un rango de 
0,1 mM a 25 mM, mientras que en presencia de sacarosa, como única fuente de carbono, solo se 
detectaron niveles basales de GFP (179). 
El plásmido antedicho utilizado en este trabajo, había sido empleado previamente en 
nuestro laboratorio, para expresar el sistema de dos componentes SDC06 y YycFG de S. 
pneumoniae (171, 236). 
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Figura 11I. Mapa físico de los plásmido pLS1RGFP adaptado de (179). Los genes codificados en el 
plásmido se representan por flechas que indican la dirección de la transcripción. 
 
1.5. PROBIÓTICOS 
 
Los probióticos se han definido como “microorganismos vivos que cuando se administran 
en cantidades adecuadas proporcionan beneficios para la salud en el hospedador” (67). Estos 
microorganismos no sólo promueven una microbiota intestinal saludable, sino que también se 
asocian a efectos en la actividad estimuladora de la inmunidad celular y humoral (30, 203). 
Por otra parte, el término “alimentos funcionales”, hace referencia a todo aquel alimento 
que tenga un efecto positivo sobre la salud de un individuo al margen de su valor nutritivo. En 
este contexto, éstos pueden ser elaborados tanto por microorganismos probióticos como por 
ingredientes prebióticos. Estos últimos han sido definidos en el apartado 1.2.5.1 de este 
capítulo. 
En la actualidad y con el objeto de optimizar y potenciar los efectos beneficiosos de los 
alimentos funcionales, se están desarrollando alimentos simbióticos compuestos por bacterias 
probióticas e ingredientes prebióticos (47). 
Las preparaciones comerciales de probióticos son normalmente mezclas de lactobacilos y 
bífidobacterias, aunque también se han empleado levaduras. Las más importantes son: 
Bifidobacterium longum, B. breve, B. infantis, B. bifidum, B. adolescentis, L. cremoris, L. lactis, 
S. thermophilus, E. faecium, Lb. rhamnosus, Lb. acidófilus, Lb. casei, Lb. bulgaricus, Lb. 
gasseri, Sacharomyces boulardi y S. cerevisiae (47, 145). 
En relación a los efectos beneficiosos de los microorganismos probióticos se han asociado 
la mejora de intolerancia a la lactosa, modulación del sistema inmune, reducción de 
hipercolesterolemia, protección frente a enfermedades infecciosas, inflamatorias, alérgicas y 
tumorales (83). Además de la disminución de los síntomas asociados a la mala absorción de la 
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lactosa, una de las aplicaciones clínicas mejor documentada, es el tratamiento de procesos 
diarreicos, siendo la estabilización de la microbióta intestinal el efecto más destacado (83, 106). 
Algunos de los mecanismos de acción propuestos para tal efecto son: la producción de ácido 
láctico y otros compuestos antimicrobianos, así como la producción de inhibidores de la 
adhesión, que permiten el desplazamiento de microorganismos patógenos y evitan la 
colonización de la mucosa por ellos. También, los resultados de varios ensayos clínicos sugieren 
que la administración de las BAL inhibe la colonización de la mucosa gástrica y la gastritis 
asociada a Helicobacter pylori (228). 
En general para que un microorganismo se considere probiótico ha de presentar algunas 
características como, demostrar un comportamiento no patógeno, exhibir resistencia a los 
procesos tecnológicos (viabilidad y actividad) así como a la acidez gástrica y ácidos biliares del 
tracto gastrointestinal, adherirse al tejido epitelial del intestino; producir sustancias 
antimicrobianas (ácidos orgánicos, ácidos grasos, bacteriocinas), modular la respuesta inmune e 
influir en la actividad metabólica (186). 
Tanto el comportamiento en el tracto gastrointestinal como los efectos beneficiosos 
atribuidos a los probióticos, varían entre las distintas cepas (188, 288, 292). Dado que muchas 
bacterias utilizadas como probióticos son productoras de EPS (266), esta característica podría 
ser un factor importante implicado en dichas diferencias. Así, los efectos beneficiosos de estos 
microorganismos podrían estar relacionados con las propiedades biológicas atribuidas a estos 
polímeros, algunas de las cuales se describen en el apartado 1.2.5 de este capítulo. 
 
1.5.1. Resistencia al estrés gastrointestinal 
 
Como se ha dicho anteriormente, uno de los criterios para la selección de microorganismos 
probióticos, es la tolerancia a las condiciones gastrointestinales. 
Una vez ingeridos los microorganismos probióticos, la viabilidad bacteriana se reduce a lo 
largo del tracto digestivo, principalmente debido a la acidez del estómago y a las sales biliares 
en el duodeno (159). Debido a que los sistemas in vivo son demasiado complejos para llevar a 
cabo estos estudios, se han desarrollado numerosos modelos in vitro, que simulan diferentes 
partes del tracto gastrointestinal (69, 218). Una vez sometidos los microorganismos a dichas 
condiciones, la viabilidad celular puede ser evaluada mediante recuento en placa. Estas técnicas 
presentan una serie de desventajas tales como, el tiempo necesario para la formación de colonias 
visibles, y la posible no determinación de microorganismos viables no cultivables que no 
podrían generar colonias debido a daños subletales (114). 
Para subsanar estos inconvenientes, se han desarrollado otras metodologías tales como la 
detección fluorescente de las células vivas y/o dañadas (14, 131). Así, el uso combinado de los 
colorantes fluorescentes SYTO9 e ioduro de propidio (PI) permiten la tinción diferencial de 
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ácidos nucleicos de células intactas y de aquellas que tienen sus membranas comprometidas. 
Esta técnica ha sido usada con éxito para detectar la viabilidad de bacterias probióticas (69) y 
bacterias lácticas (174). 
Recientemente, además de evaluar la supervivencia al tracto digestivo, se han iniciado 
estudios sobre las respuestas adaptativas al estrés ácido y a las sales biliares en estirpes de los 
géneros Bifidobacterium y Lactobacillus (157). 
 
1.5.2 Adhesión al epitelio intestinal 
 
La adhesión a la mucosa intestinal es otro de los requisitos exigibles para los 
microorganismos probióticos, la cual da lugar a la posible colonización del tracto intestinal (2). 
Normalmente, los estudios de adhesión que se realizan en modelos in vitro están basados 
en la adhesión de las bacterias a líneas celulares, como las células Caco-2 que proceden de 
adenocarcinoma de colon humano y que se asemejan estrechamente a enterocitos del intestino 
delgado. Tambien se utilizan en dichos ensayos, la línea celular HT-29 secretora de mucus 
intestinal (187, 273). 
La adhesión esta afectada por muchos factores como la flora residente en el tracto 
digestivo, pH, la fase de crecimiento de la bacteria, la densidad del cultivo bacteriano y la 
frecuencia de los lavados de las células no unidas (205). Otro factor a tener en cuenta es la 
producción de EPS por las BAL, que parece estar implicado en el reconocimiento celular y en la 
formación de biopelículas que facilitan la colonización, aunque ésto no ha sido validado aún en 
ensayos in vivo (211). De hecho se ha propuesto que el aumento de la viscosidad por la 
presencia de EPS podría incrementar el tiempo de permanencia del mismo en el tracto 
gastrointestinal y por consiguiente, ser un vehículo adecuado para la colonización por bacterias 
probióticas (80). 
Por otra parte, la capacidad de adhesión bacteriana está relacionada con su colonización 
transitoria en células intestinales, lo cual a su vez puede ser importante para la 
inmunomodulación ejercida por los microorganismos probióticos (219). Sin embargo, muchas 
bacterias potencialmente probióticas, no son capaces de colonizar el intestino, ni siquiera 
temporalmente, y ejercen sus efectos de modo local durante su paso por el tracto 
gastrointestinal, por lo que deben ser ingeridas de forma regular (188). 
 
1.5.3. Modulación de la respuesta inmune 
 
Se ha demostrado que los microorganismos probióticos son capaces de inducir la respuesta 
inmune de la mucosa intestinal (115, 194), lo cual requiere la interacción de las bacterias o de 
sus componentes, con las células epiteliales e inmunes del intestino (Fig. 12I). Si los 
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microorganismos, además de las interacciones que se describen en la figura 12I, lo hacen 
también con las células inmunes de las Placas de Peyer, pueden estimular la respuesta inmune 
sistémica (155, 197). 
 
 
Lumen 
Mucus 
IgA no específica 
Bacterias probióticas 
Componentes bacterianos 
Eliminación por 
fagocitocis 
Figura 12I. Modelo propuesto por Maldonado y cols (155) de la respuesta inmune local en el intestino 
inducida por la interacción entre bacterias probióticas y las células epiteliales e inmunes asociadas a la 
lámina propia del intestino delgado. Se muestra la activación de la respuesta inmune innata. Habría 
diferentes vías de internalización para las bacterias probióticas presentes en la luz del intestino delgado: 
una célula M (MC) asociada con el epitelio, una célula epitelial (EC) y una célula dendrítica (DC) 
interdigitante son capeces de detectar las bacterias. Despúes de la interacción con las células epiteliales, 
las bacterias o sus componentes son internalizadas. Las primeras células que podrían interaccionar con 
ellas son las células presentadoras de antígenos, macrófagos (MQ) y/o las DC asociadas a la lámina 
propia del intestino. La interacción con las células epiteliales induce la liberación de IL-6. Los MQ y las 
DC fagocitan las bacterias y entonces son inducidas a producir citoquinas tales como TNF-α e IFN-γ, las 
cuales incrementan la estimulación de las células epiteliales e inician la comunicación entre todas las 
células inmunes asociadas. Los mastocitos (MS) podrían ser estimulados a producir IL-4. Otras 
citoquinas, tales cono IL-10 e IL-6 para potenciar las señales de la red de citoquinas. IL-6 podría 
favorecer la expansión clonal de Linfocitos B (BL) productores de IgA, incrementando el número de 
células productoras de IgA y la conversión de éstas a células plasmáticas (PC) en la lámina propia del 
intestino. IL-6 junto con IL-4 y TGF-β podrían inducir el cambio, linfocito T (TL) independiente, de IgM 
a IgA sobre la superficie de los BL, promoviendo de esta manera un imcremento de BL que son IgA en la 
lámina propia. 
 
Como consecuencia del contacto de los probióticos con cualquiera de estas células, se 
induce la liberación de citoquinas para regular tanto positiva como negativamente la respuesta 
inmune del huésped, siendo los mecanismos involucrados en dicha regulación, la expansión 
clonal de linfocitos B productores de IgA y la respuesta inmune innata (155). 
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Los microorganismos probióticos son capaces de estimular la respuesta inmune humoral 
frente a antígenos potencialmente nocivos, particularmente a través de la producción de IgA por 
los linfocitos B (105, 110, 136). Así por ejemplo, la administración de Lb. rhamnosus GC para 
el tratamiento de la diarrea producida por rotavirus, induce un incremento de células secretoras 
de anticuerpos específicos del tipo IgA (110, 154). 
Además, las bacterias probióticas pueden estimular la respuesta inmune innata del huésped 
frente a microorganismos patógenos (35, 195, 196) contribuyendo de esta manera, a los 
mecanismos de inmunoeliminación e inmunoexclusión de la respuesta inmune adaptativa. Tales 
efectos se ven reflejados en la inducción de citoquinas proinflamatorias, como el factor de 
necrosis tumoral (TNF-α), y la interleuquina 6 (IL6) y antiinflamatoria como la interleuquina 10 
(IL10), por algunas cepas probióticas de BAL (168), así como en el aumento de la fagocitosis 
mediada por macrófagos por la estirpes Lb. acidophilus Lal (224). 
Por otra parte, en situaciones patológicas de hiperestimulación del sistema inmune como 
las reacciones de hipersensibilidad o de falta de tolerancia (alergia), los microorganismos 
probióticos pueden inducir una inhibición o regulación negativa de la respuesta inmune 
ejerciendo una teórica acción antiinflamatoria (242, 243). Así por ejemplo, mientras que la 
administración de Lb. rhamnosus GG en pacientes sanos estimula la fagocitosis, en pacientes 
con alergia da lugar a una regulación negativa de la respuesta inflamatoria (193). 
Recientemente se ha descrito que los polisacáridos microbianos pueden actuar como 
potentes inmunomoduladores con actividad específica tanto en células presentadoras de 
antígenos como los macrófagos y las células T (31, 256). Por otro lado, como ya se ha dicho 
anteriormente, son muchos los microorganismos probióticos productores de EPS por lo que 
cabe esperar que estos polímeros desempeñen algún papel en la inmunomodulación. 
Algunos ejemplos de ésto son, la estimulación de linfocitos T o la inducción de la síntesis 
de TNF-γ e IL1 por L. lactis subsp cremoris productor de EPS (71, 116) o la expresión de TNF-
α, IL6 e IL12 en células de ratón y humanas por el HePS de Lb. rhamnosus RW-959M (38). 
También la administración oral del EPS producido por Lb. kefiranofaciens indujo una respuesta 
en la mucosa intestinal. El EPS fue capaz de regular la respuesta inmune, manteniendo la 
homeostasis intestinal, potenciando la producción de IgA en intestino delgado y grueso, e 
influenciando la inmunidad sistémica a través de la citoquinas liberadas a la circulación 
sanguínea (274). 
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2. OBJETIVOS 
 
P. parvulus 2.6R, al igual que otras bacterias ácido lácticas (BAL) aisladas de bebidas 
alcohólicas ahiladas, produce un (1,3)(1,2)-β-D-glucano que es responsable de dicha alteración. 
Por otro lado, se ha demostrado que esta estirpe puede crecer y producir el polisacárido en 
alimentos basados en avena, mejorando la viscosidad y textura del producto. Además, teniendo 
en cuenta que los β-D-glucanos de bacterias Gram negativas y hongos son considerados 
inmunomoduladores, el estudio de las propiedades probióticas de BAL productoras de estos 
biopolímeros, resulta de especial interés. 
Sin embargo a diferencia de los heteropolisacáridos, α-glucanos y fructanos producidos por 
BAL, la síntesis de los β-glucanos por estas bacterias ha sido menos estudiada. Por ello, los 
objetivos específicos de esta tesis fueron: 
 
1-La identificación y caracterización de los genes responsables de la síntesis del (1,3)(1,2)-
β-D-glucano de P. parvulus 2.6. 
 
2-La sobreproducción, purificación y caracterización del β-glucano producido a partir de 
BAL recombinantes. 
 
3-El desarrollo de un método para la detección y cuantificación de (1,3)(1,2)-β-D-glucanos 
en sobrenadantes de cultivos, de utilidad para la identificación de bacterias productoras de este 
polisacárido. 
 
4-La caracterización bioquímica de la glicosiltransferasa responsable de la síntesis del β-
glucano. 
 
5-La evaluación de las propiedades probióticas de P. parvulus 2.6R. 
Objetivos
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 
MATERIALES 
3.1. ESTIRPES BACTERIANAS 
 
Las estirpes bacterianas utilizadas en esta tesis, así como sus características fenotípicas o 
genotípicas y su procedencia, se muestran en la tabla 1M. 
 
Tabla 1M. Estirpes bacterianas 
 
Estirpe bacteriana Fenotipo o genotipo Referencia 
 
Pediococcus parvulus 2.6R 
(previamente denominado P. 
damnosus 2.6) 
 
 
Estirpe portadora del gen gtf y 
productora de β-D-glucano 
 
(61, 70) 
 
P. parvulus 2.6NR 
 
 
 
 
Estirpe no productora de β-D 
glucano. Derivada de la cepa 
2.6R y obtenida por curado 
del plásmido pPD2 
(70) 
Lactobacillus diolivorans G77 
 
 
Estirpe portadora del gen gtf y 
productora de β-D-glucano 
(62, 63) 
Oenococcus oeni I4 
 
 
Estirpe portadora del gen gtf y 
productora de β-D-glucano 
(103) 
Streptococcus pneumoniae R6 
 
 
Estirpe no capsulada, derivada 
de S. pneumoniae D39 
(serotipo 2) 
(96) 
Lactococcus lactis MG1363 
 
 
Estirpe derivada de L. lactis 
712, carente de plásmidos 
(79) 
L. lactis NZ9000 
 
 
Estirpe derivada de MG1363, 
que contiene la inserción 
pepN::nisRK, 
(125) 
 
Escherichia coli DH5α 
 
 
 
 
 
supE44 ΔlacU169 (Φ80 
lacZM15) hsdR17 recA1 
endA1 gyrA96 thi-1 relA1 
 
(89) 
 
 
Escherichia coli TOP 10 
 
 
 
 
F- mcrA Δ( mrr-hsdRMS-
mcrBC) Φ80 lacZ ΔM15 
ΔlacX74recA1 deoR araD139 
Δ(ara-leu) 7697 galU galK 
rpsL (Strr ) endA1 nupG 
Kit de clonaje TOPO TA 
(Invitrogen) 
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3.2. PLÁSMIDOS 
 
Los plásmidos utilizados en este trabajo, así como los construidos durante el desarrollo del 
mismo se detallan a continuación en la tabla 2M. 
 
Tabla 2M. Plásmidos 
 
Plásmidos Tamaño 
(pb) 
Marcador Características Referencia 
 
pLS1RGFP 
 
 
 
 
 
 
9.400 
 
EmR 
 
Vector de expresión 
inducible por maltosa, que 
contiene el gen malR y el 
gen gfp que codifica la 
proteína fluorescente verde 
 
(179) 
pCR2.1 topo 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.931 KmR, ApR Vector de clonaje de 
productos de PCR con 
extremos cohesivos. 
Contiene el sitio de 
multiclonaje corriente abajo 
del promotor Plac de E. coli 
y los orígenes de replicación 
de los plásmidos de tipo 
pUC y del bacteriófago f1 
Kit de clonaje 
TOPO TA 
(Invitrogen) 
 
pCR4blunt-topo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.956 
 
 
KmR, ApR 
 
 
Vector de clonaje de 
productos de PCR con 
extremos romos. Contiene 
el orígen de replicación de 
los plásmidos de tipo pUC y 
el sitio de clonaje corriente 
abajo del promotor Plac de 
E. coli. La selección de 
recombinantes conlleva la 
disrupción del gen ccdB de 
E. coli 
 
Kit de clonaje 
TOPO TA 
(Invitrogen) 
pTGTF1 
 
 
 
 
5.731 
 
 
 
KmR, ApR 
 
 
Derivado del vector 
pCR2.1. Contiene un 
fragmento del gen gtf 
amplificado con los 
cebadores GTFDF y 
GTFDR, 
Este trabajo 
 
 
 
pTGTF2 
 
 
 
 
 
5.485 
 
KmR, ApR 
 
Derivado del vector 
pCR2.1. Contiene un 
fragmento del gen gtf 
amplificado con los 
cebadores TGTFF y 
TGTFR, 
 
Este trabajo 
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pGTF 
 
 
 
 
11.143 
 
 
 
EmR 
 
Derivado del vector 
pLS1RGFP Clonaje del gen 
gtf amplificado con los 
cebadores XbaIF y XbaIR, 
en el sitio XbaI. Contiene la 
fusión transcripcional gtf-
gfp bajo el control del 
promotor PM 
 
Este trabajo 
 
 
 
pNZ8048 
 
 
 
 
 
 
3.200 
 
 
 
CmR 
 
 
 
Derivado de pNZ8010, sin 
el gen gusA. Contiene un 
sitio NcoI que permite la 
fusión traduccional con el 
codón de inicio del gen nisA 
 
(45) 
 
pNZmleP 
 
 
 
 
4.677 CmR Derivado de pNZ8048. 
Contiene la fusión 
traduccional His10-DDKA-
mleP bajo el control del 
promotor Pnis. 
(7) 
 
 
 
pNGTF 
 
5.016 
 
CmR 
 
Derivado de pNZmleP. El 
gen mleP ha sido 
reemplazado por el gen gtf 
 
Este trabajo 
 
 
 
pTNXGTF 
 
 
 
 
 
 
 
5.645 
 
 
KmR, ApR 
 
 
Derivado vector pCR2.1 
topo. Contiene el gen gtf 
Clonaje del fragmento de 
PCR, obtenido con los 
cebadores NcoI y XbaIR, en 
el vector pCR2.1 topo 
 
Este trabajo 
 
 
3.3 OLIGONUCLEÓTIDOS 
 
Todos los oligonucleótidos empleados en este trabajo fueron sintetizados y purificados por 
HPLC, usando una columna Vydac C-18 (The Separation Group) en el servicio de Química de 
Proteínas del Centro de Investigaciones Biológicas (CIB). 
La concentración de los oligonucleótidos se determinó midiendo en un espectrofotómetro 
(Shimadzu UV-2401 PC) la absorbancia a 258 nm, teniendo en cuenta la relación 
absorbancia/concentración, donde una unidad de absorbancia a 258 nm corresponde a 33 µg/ml 
de oligonucleótido. El nombre de los oligonucleótidos así como su secuencia y características 
relevantes, se describen en la tabla 3M. 
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Tabla 3M. Oligonucleótidos  
 
Nombre Secuencia Tamaño 
(nt) 
Utilización 
 
GTFDF 
 
 
 
GTFDR 
 
 
 
 
 
TGTFF 
 
 
 
TGTFR 
 
 
 
GTFF 
 
 
 
GTFR 
 
 
 
TRA1 
 
 
 
 
MOB1 
 
 
 
 
GTF1 
 
 
 
 
XbaIF 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5´-TAYGAYAAYACNCARGARGT-3´ 
 
 
 
5´-ACRAARTARTCRTARTCRTG-3´ 
 
(Y= T o C, W= A o T; R= A o G; N= A, C, G o T) 
 
 
 
5´-ACGCCCTGCGTGTTATCATA-3´ 
 
 
 
5´-TGTGTAATGGCACTCACGAC-3´ 
 
 
 
5´-CGGTAATGAAGCGTTTCCTG-3´ 
 
 
 
5´-GCTAGTACGGTAGACTTG-3´ 
 
 
 
5´-CAACAAGCCAAGGACGACGACCA-3´ 
 
 
 
 
5´-TCTCATCAAGATGAACAATTGC-3´ 
 
 
 
 
5´-ACGCCCTGCGTGTTATCATA-3´ 
 
 
 
 
5´-TCTAGAAATTAAAGGAATGTGTAA-3´ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
20 
 
 
 
20 
 
 
 
 
 
20 
 
 
 
20 
 
 
 
20 
 
 
 
18 
 
 
 
23 
 
 
 
 
22 
 
 
 
 
20 
 
 
 
 
24 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCR. Clonaje de la 
región 5´ del gen gtf 
 
 
PCR. Clonaje de la 
región 5´ del gen gtf 
 
 
 
 
PCR reversa. Clonaje de 
la región 3´ del gen gtf 
 
 
PCR reversa. Clonaje de 
la región 3´ del gen gtf 
 
 
PCR. Detección del gen 
gtf en estirpes BAL 
 
 
PCR. Detección del gen 
gtf en estirpes BAL 
 
 
PCR. Detección de la 
región corriente arriba del 
gen gtf en BAL 
 
 
PCR. Detección de la 
región corriente arriba del 
gen gtf en BAL 
 
 
PCR. Detección de la 
región corriente arriba del 
gen gtf en BAL 
 
 
Amplificación por PCR 
del gen gtf, para construir 
el plásmido pGTF 
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XbaIR 
 
 
 
 
GTFSF 
 
 
 
 
GTFSR 
 
 
 
 
 
NcoI 
 
 
 
 
 
5´-TCTAGATTAATCATTCCAATCAACTG-3´ 
 
 
 
 
5´-TTGCCAGAACTAGAGAAAGTACGCA-3´ 
 
 
 
 
5´-ACTTCCTATTTTAGCTAAAAAGCAA-3´ 
 
 
 
 
 
5´-CATGCCATGGTAAATGATAATGATTCAGA-3´ 
 
 
 
 
 
26 
 
 
 
 
25 
 
 
 
 
25 
 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
 
Amplificación por PCR 
del gen gtf, para construir 
el plásmido pGTF 
 
 
PCR. Preparación de la 
sonda para los 
experimentos de 
hibridación de Southern  
 
PCR. Preparación de la 
sonda para los 
experimentos de 
hibridación de Southern  
 
 
Amplificación por PCR 
del gen gtf , para 
construir el plásmido 
pNGTF 
 
 
 
 
3.4 ENZIMAS 
 
Las enzimas de restricción, la DNA ligasa del bacteriófago T4, el fragmento Klenow de la 
DNA polimerasa I y la fosfatasa alcalina de E. coli fueron suministradas por la casa comercial 
New England (Biolabs). Las DNA polimerasas utilizadas en la amplificación por PCR (Taq, 
DyNAzyme y Pfu) fueron suministradas por Invitrogen, Finnzymes y Stratagene. Otras enzimas 
utilizadas como la RNasa A y la lisozima fueron suministradas por Sigma. Las soluciones 
tampón empleadas fueron las recomendadas por la casa comercial correspondiente. 
 
3.5 MEDIOS DE CULTIVO 
 
3.5.1 Medios de cultivo para P. parvulus, Lb. diolivorans y O. oeni 
 
Las estirpes de P. parvulus y Lb. diolivorans se crecieron en medio De Man Ragosa Sharpe 
(MRS) de la casa comercial Difco, Becton Dickinson. Cuando fue necesario el crecimiento en 
medio sólido se añadió Bacto-Agar al 1,5% al medio MRS. Para el crecimiento de O. oeni se 
empleó el medio MLO (26). 
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Para los cultivos de P. parvulus destinados al análisis y cuantificación de la producción de 
EPS, se empleó un medio semidefinido (MSD), carente de extracto de levadura, extracto de 
carne o peptona, ingredientes que podrían interferir en la cuantificación de EPS. Su 
composición se muestra en la tabla 4M. 
 
Tabla 4M. Medio semidefinido 
 
 
Glucosa 
Casaminoácidos 
Bacto yeast nitrogen base 
Tween 80 
Citrato diamónico 
MnSO4.4H2O 
K2HPO4 
Acetato de sodio 
Adenina  
Guanina 
Xantina 
Uracilo 
Ácido L-málico 
 
20 g/l 
5 g/l 
6,7 g/l 
1 g/l 
2 g/l 
0,05 g/l 
2 g/l 
5 g/l 
0,005 g/l 
0,005 g/l 
0,005 g/l 
0,005 g/l 
4 g/l 
 
 
3.5.2 Medios de cultivo para L. lactis 
 
Las estirpes de L lactis se crecieron en medio M17 (250) suplementado con 0,5% de 
glucosa (M17G). El crecimiento en medio sólido se realizó adicionando Bacto-Agar al 1,5% al 
medio M17G. Cuando fue necesaria la selección de marcadores plasmídicos de resistencia a 
antimcicrobianos, se emplearon los siguientes antibióticos a las concentraciones finales que se 
detallan: Cm 5 µg/ml y Em 5. µg/ml. 
Para el crecimiento de las estirpes de L. lactis antes de ser electroporadas, se utilizó el 
medio M17G suplementado con treonina 40 mM. Después de la electroporación, las células de 
L. lactis se crecieron en M17G suplementado con sacarosa al 1%. 
Los cultivos de L. lactis NZ9000 [pNGTF] destinados a la purificación de EPS se crecieron 
empleando el medio definido (MD) que se describe en la tabla 5M (198) suplementado con 
0,8% de glucosa. 
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Tabla 5M. Medio definido 
 
Solucion Basal 
(g/l) 
Bases 
nitrogenadas 
(mg/l) 
Vitaminas 
(mg/l) 
Aminoácidos 
(mg/l) 
Minerales 
(mg/l) 
 
aK2HPO4 
 
aKH2PO4 
 
Citrato 
Amónico 
 
Acetáto 
sódico 
 
bCisteína
-HCL 
 
bTirosina 
 
 
3 
 
3 
 
4 
 
 
1 
 
 
0,4 
 
 
0,3 
 
bAdenina 
 
bUracilo 
 
bXantina 
 
bGuanina 
 
 
10 
 
10 
 
10 
 
10 
 
 
Na-p-
aminobenzoato 
 
cD-biotina 
 
Ácido fólico 
 
Ácido nicotínico 
 
Pantotenato cálcico 
 
Piridoxamina-HCL 
 
Piridoxina-HCL 
 
cRiboflavina 
 
Tiamina-HCL 
 
Vitamina B12 
 
cÁcido DL-α-
lipóico 
 
5 
 
2,5 
 
 
1 
 
1 
 
1 
 
2,5 
 
2 
 
1 
 
1 
 
1 
 
1,5 
 
Ala 
 
Arg 
 
Asn 
 
Asp 
 
Glu 
 
Gln 
 
Gly 
 
His 
 
Ile 
 
Leu 
 
Lys 
 
Met 
 
Phe 
 
Pro 
 
Ser 
 
Thr 
 
Trp 
 
Val 
 
300 
 
150 
 
440 
 
520 
 
620 
 
480 
 
220 
 
190 
 
260 
 
570 
 
550 
 
155 
 
395 
 
845 
 
425 
 
280 
 
60 
 
405 
 
MgCl2 
 
CaCl2 
 
ZnSO4 
 
200 
 
38 
 
5 
 
aLa concentración de fosfatos indicada se utilizó para preparar un medio tamponado a pH 7. 
bLos aminoácidos se disolvieron en NaOH 2,5 M. Las bases nitrogenadas se prepararon a una 
concentración de 1 mg/ml disueltas en NaOH 0,1 M. 
cLa D-biotina se disolvió en NaOH 2M, el ácido DL- lipóico se disolvió en 0,3 ml de etanol absoluto y la 
riboflavina en H2O a 50ºC. 
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3.5.3 Medios de cultivo para S. pneumoniae 
 
Para el crecimiento de S. pneumoniae en medio líquido se utilizó el medio AGCH, basado 
en un hidrolizado de caseína (130) suplementado con extracto de levadura (AGCHY) al 0,5% y  
sacarosa al 0,8%. Para el crecimiento en medio sólido, se empleó AGCHY suplementado con 
agar al 1% para la capa basal y AGCHY suplementado con agar al 0,75%, para la capa 
superficial. Cuando fue necesario se añadió el antibiótico eritromicina a una concentración final 
de 1 μg/ml. 
Para la expresión heteróloga del gen gtf, se utilizó el medio Tood-Hewitt (Difco, Becton 
Dickinson) suplementado con 0,5% de extracto de levadura, 0,1% de sacarosa y 0,8% maltosa. 
 
3.5.4 Medios de cultivo para E. coli 
 
Las estirpes de E.coli en cultivo líquido se crecieron en el medio TY (156) y para su 
crecimiento en medio sólido, se complementó dicho medio con Bacto-Agar al 1,5%. Para la 
selección de marcadores plasmídicos se emplearon los antibióticos ampicilina y kanamicina a 
una concentración final de 50 µg/ml en ambos casos. 
Se utilizó el medio SOC (89) complementado con 20 mM de glucosa, tanto para la 
preparación de las células electroporables, como para la expresión en líquido después de la 
electroporación y antes de la selección de los transformantes en medio sólido. 
 
MÉTODOS 
 
3.1 MÉTODOS GENERALES 
 
3.1.1 Crecimiento y conservación de estirpes bacterianas 
 
Las estirpes de P parvulus, L. lactis, Lb. diolivorans y O. oeni se crecieron en condiciones 
microaerófilas, en medio líquido y en superficie en medio sólido. La temperatura de crecimiento 
fue 30ºC sin agitación en baño termostatizado. 
El crecimiento en medio líquido de S. pneumoniae fue en condiciones microaerófilas a 
37ºC sin agitación en baño termostatizado. Para su crecimiento en medio sólido se cubrió la 
capa basal de medio de cultivo, que contiene las células de neumococo, con otra capa de medio 
más ligera, para crear las condiciones de baja oxigenación requeridas por esta bacteria. 
Las estirpes de E. coli en cultivo líquido se crecieron a 37 ºC con agitación vigorosa en 
baño termostatizado. En medio sólido el crecimiento fue en superficie. 
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El crecimiento de los cultivos se siguió por turbidimetría, midiendo la absorbancia a 600 
nm para E. coli, 650 nm para S. pneumoniae y 660 nm para L. lactis, P. parvulus, O. oeni y Lb. 
diolivorans, empleando un espectrofotómetro Bauch & Lomb, modelo Spectronic 20. Para la 
conservación de las estirpes bacterianas, se les añadió glicerol al 20% y se almacenaron a -70ºC. 
 
3.1.2 Puesta en competencia y transformación de estirpes bacterianas 
 
Las células de E. coli y L. lactis fueron transformadas por electroporación siguiendo los 
métodos descritos por (56, 58), respectivamente. Para realizar la electroporación se empleó el 
equipo de Bio Rad “Gene Pulser” acoplado al “Pulse controller”, necesario para electroporar 
bacterias. Las condiciones de electroporación utilizadas para ambas bacterias fueron: 25 µF, 2,5 
KV y 200Ω. Las células de E. coli tras ser sometidas al pulso eléctrico, se diluyeron en medio 
SOC y se incubaron 1 hora a 37ºC (156) antes de procederse a la detección de los 
transformantes en medio sólido, por selección de resistencia a antibióticos descrita en el 
apartado 3.5.4 de este capítulo. 
Las células de L. lactis después del pulso eléctrico, se diluyeron en medio M17G 
suplementado con sacarosa al 1% y se incubaron 2 horas a 30ºC, antes de procederse a la 
detección de los transformantes en medio sólido, por selección de resistencia a antibióticos 
indicada en el apartado 3.5.2 de este capítulo.  
La preparación de células competentes de S. pneumoniae y su posterior transformación, se 
realizó según los métodos descritos en (130). 
 
3.1.3 Preparación de DNA 
 
3.1.3.1 Preparación de DNA total  
 
Los cultivos de P. parvulus, Lb. diolivorans y O. oeni se crecieron hasta una absorbancia 
de 1,0. Las células procedentes de 12 ml cultivo se sedimentaron por centrifugación a 13.603 x 
g a 4ºC durante 10 min. Posteriormente, se resuspendieron en 4 ml de solución I (Tris base 50 
mM pH 8,0, EDTA 10 mM y lisozima 30 mg/ml) y 0.5 mg/ml de RNasa A. Las muestras se 
incubaron a 37ºC durante 30 min, se les añadió 2,5% de SDS y se pasaron tres veces a través de 
una aguja (25G 5/8 0,5 x 16 mm) para fraccionar el DNA genómico y así reducir la viscosidad 
de los extractos. Las muestras se desproteinizaron realizando dos extracciones con 1:1 (v/v) de 
fenol y cloroformo-alcohol isoamílico (24/1) a 21ºC durante 5 min con agitación seguidas cada 
una de ellas de una centrifugación a 13.603 x g a 21ºC durante 5 min. El DNA contenido en la 
fase acuosa se concentró por precipitación con etanol al 68% y acetato sódico 0.3 M pH 6,0 a -
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20ºC durante 30 min y se sedimentó por centrifugación a 13.603 x g, a -10ºC durante 15 min. El 
DNA precipitado se lavó con 1 ml de etanol al 70% y se sedimentó por centrifugación a 13.603 
x g a -10ºC durante 15 min, resuspendiéndose posteriormente en 200 μl de tampón TE (Tris 10 
mM y EDTA 1 mM). 
 
3.1.3.2 Preparación de DNA plasmídico 
 
Las preparaciones de DNA plasmídico de L. lactis y de E. coli a pequeña escala se 
realizaron siguiendo el procedimiento de lisis alcalina (11). En el caso de S. pneumoniae se usó 
el mismo método incluyendo las modificaciones descritas por Stassi y cols (239). En algunas 
ocasiones y sólo para E. coli, se siguió el método descrito por Le Gouill y cols (140) 
seleccionado por su sencillez y rapidez cuando se tienen que analizar un gran número de 
transformantes. También se usó para este propósito, el kit de preparación de DNA plasmídico 
“High pure plasmid isolation kit” de Roche en la escala “Mini”. 
Las preparaciones de plásmidos de P. parvulus se obtuvieron a partir de cultivos crecidos 
hasta una absorbancia de 1,5. Se sedimentaron 100 ml de cultivo por centrifugación a 13.603 x 
g, a 4ºC durante 10 min y posteriormente las células se resuspendieron en 4 ml de solución I 
conteniendo 0.5 mg/ml de RNasa A. Las muestras se mantuvieron durante 30 min a 37ºC. Los 
restos celulares y el DNA cromosómico se eliminaron de los extractos por el tratamiento 
secuencial a 21ºC durante 5 min con 4 ml de solución II (NaOH 200 mM y SDS al 1%) y 4 ml 
de acetato potásico 5M pH 5,5 y  centrifugando a 13.603 x g a 21ºC durante 15 min. EL DNA 
plasmídico presente en el sobrenadante se precipitó y concentró por adición de 8,7 ml de 
isopropanol, centrifugación a 13.603 x g a 4ºC durante 15 min y finalmente resuspendiendo en 
4,3 ml de tampón TE. 
La preparación de DNA fue desproteinizada por tratamiento con 2,7 ml de acetato de 
amonio 7,5 M y 4,7 ml de fenol a 21ºC durante 5 min y posterior centrifugación a 13.603 x g a 
21ºC durante 5 min. El DNA contenido en la fase acuosa se concentró por precipitación con 
etanol al 68% a -20ºC durante 20 min y centrifugación a 13.603 x g a -10ºC durante 15 min. El 
DNA precipitado se lavó con etanol al 70% y se sedimentó por centrifugación a 13.603 x g a -
10ºC durante 15 min., resuspendiéndose posteriormente en 200 μl de tampón TE. 
La concentración de DNA plasmídico obtenido de esta manera, se calculó mediante 
electroforesis en geles de agarosa, teñidos con bromuro de etidio, comparando la intensidad de 
los plásmidos con otros de tamaño similar y concentración conocida. 
En algunas ocasiones, para las preparaciones de DNA plasmídico de P. parvulus, se utilizó 
el método descrito en (37), basado en la separación de DNA de interés, utilizando dos 
gradientes de cloruro de cesio consecutivos. En este caso el grado de pureza del DNA se 
determinó mediendo los valores de absorbancia a las longitudes de onda de 258 y 280 nm y 
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calculando su cociente. La contaminación con proteínas o fenol quedaría reflejada por un valor 
en la relación < 2, mientras que un valor cercano a 2, indica que la muestra esta suficientemente 
pura. Por otro lado, el valor de la absorbancia a 258 nm, permite calcular la concentración de 
DNA en la muestra, asumiendo que el valor 1 corresponde a 50 µg/ml de DNA doble cadena. 
 
3.1.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
Las condiciones de las reacciones de PCR fueron optimizadas siguiendo las 
recomendaciones descritas en (104). Se utilizó en cada caso la DNA polimerasa más adecuada 
(Taq, Pfu o DyNAzyme) y el tampón proporcionado por la casa suministradora. Las cantidades 
que se añadieron de cada uno de los componentes a una reacción de PCR fueron las siguientes: 
0,2 µM de cada oligonucleótido, 100 μM de cada uno de los dNTPs y 2 U de DNA polimerasa, 
en un volumen final de 50 μl. La cantidad de DNA molde que se añadió a la reacción dependió 
del tipo de DNA, 1 µl si se trataba de DNA total y 40 ng cuando era DNA plasmídico u otro 
DNA lineal. Se utilizaron los termocicladores iCicler (BioRad) y TC 512 (Techne). 
Para la amplificación del gen gtf, con los cebadores GTFF y GTFR (ver secuencia en Tabla 
3M) las condiciones fueron: 
• 1 ciclo de desnaturalización a 95ºC 1 min 
• 30 ciclos: desnaturalización a 95ºC (1 min); anillamiento a 50ºC (1,5 min); 
extensión a 72ºC (0,5 min). 
• Incubación a 72ºC durante 10 min para permitir la finalización de todas las cadenas 
iniciadas previamente. 
 
3.1.5 PCR reversa  
 
La técnica de PCR reversa se utilizó para completar las secuencias del gen gtf. Para tal fin, 
se diseñaron en cada caso oligonucleótidos divergentes a partir de las secuencias conocidas. 
El DNA molde para las reacciones de PCR reversa se obtuvo como se detalla a 
continuación. Entre 1 y 3 µg DNA plasmídico purificado por fraccionamiento en gradiente de 
cloruro de cesio, como se describe en el apartado 3.1.3.2 de este capítulo, se trató en cada caso, 
con las enzimas de restricción apropiadas teniendo en cuenta la secuencia de la región conocida. 
La digestión se realizó en un volumen final de 200 µl, durante 6 horas. A continuación, las 
muestras se desproteinizaron realizando dos extracciones con 200 μl de una mezcla 1:1 (v/v) de 
fenol y cloroformo-isoamílico (24:1) y se precipitó el DNA con 0,3 M de acetato sódico pH 7,0 
y etanol absoluto para resuspenderlo finalmente, en 100 μl de H2O. A continuación se llevó a 
cabo la ligación de los fragmentos de DNA con la DNA ligasa del bacteriófago T4, como se 
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describe en apartado 3.1.7 de este capítulo. Las reacciones se llevaron a un volumen final de 
200 µl para favorecer las uniones intramoleculares más que las intermoleculares, y se incubaron 
a 16ºC durante 48 horas. Tras desproteinizar y precipitar las muestras como se describe mas 
arriba, se resuspendieron en 30 µl de H2O. 
Finalmente las amplificaciones por PCR se realizaron como se indica en el apartado 3.1.4 
de este capítulo, utilizando 5 µl del DNA precipitado, los oligonucleótidos apropiados y la DNA 
polimerasa DyNAzyme. 
 
3.1.6 Purificación y cuantificación de fragmentos lineales de DNA 
 
Para la purificación de fragmentos de DNA, previamente fraccionados en geles 
preparativos de agarosa (0,8% ó 1%), se empleó indistintamente el método de extracción por 
fenol (156) o el Kit Gene Clean turbo de Bio 101. 
La concentración de los fragmentos de DNA, obtenidos tanto por PCR como por 
tratamiento con enzimas de restricción se calculó mediante electroforesis en geles de agarosa, 
teñidos con bromuro de etidio, comparando la intensidad de las bandas de DNA con la de 
fragmentos de tamaño similar y concentración conocida del marcador de DNA HyperLadder. 
 
3.1.7 Técnicas de clonaje de DNA 
 
El tratamiento del DNA con enzimas de restricción se realizó teniendo en cuenta las 
especificaciones recomendadas por las casas comerciales suministradoras. Cuando el DNA iba a 
ser empleado posteriormente en otras manipulaciones enzimáticas, las muestras se trataron 
siguiendo las indicaciones descritas en (221). Cuando fue necesario cambiar el tampón de las 
muestras de DNA, éstas se dializaron en filtros de Millipore tipo VS con un tamaño de poro de 
0,025 µm. 
Para generar fragmentos de DNA con extremos romos a partir de extremos protuberantes 
5´, se trató el DNA linearizado con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli 
durante 15 min a 30ºC en presencia de una mezcla de los cuatro dNTPs cada uno de ellos a 0,25 
mM. 
Para fragmentos de DNA, donde fue necesario eliminar el fosfato en posición 5´ terminal, 
la muestra se trató con la fosfatasa alcalina durante 60 min a 30ºC, con el tampón suministrado 
por la casa comercial y las unidades necesarias, teniendo en cuenta que para 50 pmoles de 
extremos se requiere 1 unidad. 
La clonación de fragmentos de DNA, obtenidos por digestión enzimática en los vectores 
pLS1RGFP y pNZmlep, se realizó utilizando la DNA ligasa del bacteriófago T4, siguiendo 
procedimientos estándar (156). 
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El “Kit” de clonaje TOPO TA cloning (Invitrogen) fue utilizado para clonar productos de 
PCR. Para la obtención de los mismos, se empleó la enzima DNAzyme que posee una fidelidad 
de polimerización intermedia y que adiciona un nucleótido (dAMP) protuberante en los 
extremos 3´ del producto de PCR. Esta adición es necesaria para lograr la clonación en el vector 
pCR 2.1-Topo, que es suministrado por el proveedor linearizado, con un nucleótido 
protuberante (dTMP) en los extremos 5´ y con la topoisomerasa I del virus Vaccinia unida 
covalentemente al extremo 3´ del vector. 
Para clonar los fragmentos de DNA con extremos romos, productos de PCR o digestión 
enzimática, se utilizó el “Kit” de clonaje Zero Blunt TOPO PCR Cloning (Invitrogen). La PCR 
para la obtención de dichos fragmentos, se realizó con la enzima Pfu, que posee alta fidelidad y 
produce extremos romos. Los fragmentos que provenían de digestión enzimática, cuando fue 
necesario, se trataron con el fragmento Klenow para generar extremos romos y posteriormente 
con la enzima fosfatasa alcalina. Este tratamiento no fue necesario para los productos de PCR, 
puesto que los oligonucleótidos empleados en esta tesis se sintetizaron sin el fosfato en posición 
5´ terminal. Estos procedimientos se llevaron a cabo teniendo en cuenta que el vector 
pCR4blunt-topo carece de extremos 5´ protuberantes, y requiere un grupo OH en el extremo 5´ 
terminal para el mecanismo llevado a cabo por la topoisomerasa I, lo cual conduce a la ligación 
de los extremos del vector y el inserto.  
Finalmente, los plásmidos generados por el uso de estos Kit de clonaje, se establecieron: 
por electroporación en E. coli DH5α o mediante transformación química en E. coli TOP10, 
siguiendo las especificaciones del proveedor. 
 
3.1.8 Electroforesis de DNA 
 
La electroforesis de DNA se realizó en geles horizontales de agarosa a una concentración 
variable entre 0,6 y 1%, en función de la longitud (fragmentos de DNA) y de la masa molecular 
(DNA cromosómico y/o plasmídico) de los ácidos nucléicos a analizar. La agarosa se disolvió 
en tampón TAE (Tris Base 40 mM pH 8,3, CH3COOH, 20 mM y EDTA 1 mM) conteniendo 
bromuro de etidio a una concentración final de 0,5 μg/ml. A las muestras se les añadió 0,3 
volúmenes del tampón de carga SBE (sacarosa 10%, azul de bromofenol 0,025% y EDTA 0,85 
mM) antes de ser aplicadas en el gel. La electroforesis se realizó a voltaje constante en el 
tampón usado para disolver la agarosa. Las dimensiones de los geles, así como la duración de la 
electroforesis y las condiciones de voltaje variaron según las características del DNA a analizar. 
El DNA se visualizó con el sistema de documentación de geles “GelDoc 200” de Bio-Rad, que 
consiste en un transiluminador de luz UV de onda corta (254 nm) con una cámara digital, 
acoplada para recoger las imágenes directamente en el ordenador. 
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3.1.9 Secuenciación de DNA 
 
Ambas hebras de DNA, tanto de los insertos de los plásmidos recombinantes como de los 
productos de PCR, fueron secuenciados utilizando el secuenciador automático (ABI PRISM 
3700, Applied Biosystems) del Servicio de Secuenciación del CIB. 
 
3.1.10 Análisis de hibridación por Southern 
 
Preparaciones de DNA genómico total (4 μg) y/o plasmídico (1,5 μg) fueron sometidas a 
electroforesis en gel de agarosa al 0,6% y a continuación tratadas como se describe en (221) 
para transferir por capilaridad el DNA fraccionado, a filtros de nylon de 0,45 μm (Biodyne A, 
Pall Corporation). Tras fijar el DNA por radiación ultravioleta (Gene Linker, BioRad), se 
procedió a la saturación del filtro durante 1 hora a 65ºC con 10 ml de solución de prehibridación 
(Denhart 5X, SSC 6X, SDS 0,5%) y 100 µg/ml de DNA de timo de ternera desnaturalizado 
(Sigma). Posteriormente se realizó la hibridación durante 16 horas a 65ºC con la sonda 
adecuada y previamente desnaturalizada añadida a los 10 ml de la solución anterior. La sonda 
no unida, fue eliminada mediante lavados sucesivos como se describen a continuación: 5 min a 
21ºC con 20 ml de solución de lavado I (SSC 2X y SDS 1%); 5 min a 21ºC con 20 ml de 
solución de lavado II (SSC 0,1X y SDS 0,1%) y finalmente dos lavados de 15 min cada vez a 
65ºC con 20 ml de solucion de lavado I. 
El marcaje no isotópico de la sonda y el procedimiento de detección fueron realizados 
usando el kit NEBlot Phototope (BioLabs) y el kit Phototope Stars Detection (BioLabs) y 
siguiendo las indicaciones de la casa comercial para cada caso. EL sustrato usado para llevar a 
cabo el marcaje de la sonda, fue un producto de PCR utilizando como molde DNA plasmídico 
de P. parvulus 2.6R y los oligonucleótidos: GTFSF y GTFSR, cuya secuencia se describe en la 
tabla 3M. 
Finalmente, para la detección de las bandas luminiscentes, la membrana fue expuesta a una 
película X OMAT (Kodak). 
 
3.1.11 Preparación de vesículas de membrana 
 
La preparación de vesículas de membrana en S. pneumoniae se llevó a cabo siguiendo el 
método descrito por (151). Después de sedimentar 1 l de cultivo en medio Tood Hewitt, las 
células se resuspendieron en 5 ml del tampón de lisis (Tris-HCl 70 mM pH 7,0, MgCl2 9 mM, 
CaCl2 1 mM y PMSF 0,2 M) y posteriormente se sometieron a 2 ciclos de disrupción celular 
con una prensa de French (Aminco) a una presión de 12000 Ib/in2. Las células intactas se 
eliminaron centrifugando a 800 x g a 4ºC durante 15 min. Las vesículas de membranas se 
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sedimentaron centrifugando a 120000 x g a 4ºC durante 30 min, se resuspendieron en 2 ml de 
tampón de lisis y se conservaron a -70ºC. 
La obtención de vesículas de membrana en L lactis se realizó a partir de 1l de cultivo en 
medio M17G, como se describe a continuación. Cuando el cultivo alcanzó la absorbancia de 
0,6, se añadieron 0,25 ng/ml de nisina (Sigma) y se incubó durante 1 hora a 30ºC. Las células 
procedentes de este cultivo se sedimentaron por centrifugación y se lavaron con 40 ml de 
tampón de lisis. El sedimento procedente de este lavado se resuspendió en 15 ml del tampón 
antedicho, al que se le añadió lisozima a una concentración final de 10 mg/ml y se incubó 
durante 30 min a 30ºC. Posteriormente las células se sometieron a 3 ciclos de disrupción 
mecánica con una Prensa de French, aplicando una presión de 12000 Ib/in2. Posteriormente la 
muestra se centrifugó a 800 x g durante 15 min a 4ºC para eliminar las células intactas. El 
sobrenadante procedente de esta centrifugación se ultracentrifugó a 349000 x g a 4 ºC durante 
32 min. El sobrenadante resultante se conservó como fracción citosólica y el sedimento se 
resuspendió en 1 ml de tampón de lisis al que se le añadió 0,1 mM de DTT y glicerol al 10% 
para ser conservado finalmente a -70ºC. 
La concentración total de proteínas tanto de las fracciones citosólicas como las de 
membrana se determinaron mediante el fluorímetro Qubit™ (Invitrogen), usando el Quant-iT™ 
Protein Assay Kit y siguiendo las indicaciones dadas por Invitrogen 
En la figura 1M se muestra el aspecto al microscopio electrónico de las vesículas 
membranosas de L. lactis obtenidas por este procedimiento. 
 
 
Figura 1M. Micrografía electrónica de tinción negativa de vesículas de membrana de L. lactis NZ9000 
[pNGTF]. Las rejillas se prepararon como se describe en el apartado 3.1.15 de este capítulo. La muestra 
de partida fue una dilución 1/10 de una preparación de vesículas de membrana en tampón acetato 
amónico 0,1M a pH 7.0. La imagen fue tomada a una magnificación de 100.000 aumentos. 
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3.1.12 Electroforesis de proteínas 
 
Para la electroforesis de proteínas se prepararon geles desnaturalizantes de PAA 
(acrilamida: bisacrilamida 30:0,8) y discontínuos: con concentraciones variables de PAA entre 
10 y 15% para el gel separador y 5% para el gel concentrador, con el fin de compactar las 
muestras y obtener bandas más definidas. Tanto el gel concentrador como el gel separador 
contenían además 375 mM Tris-HCl pH 8,8 y 0,1% SDS. En ambos casos se usaron TEMED 
(0,06%) y persulfato amónico al 0,05% como catalizadores de la polimerización. Los geles se 
montaron en cubetas “Mini-Protean II y III” de Bio-Rad. La electroforesis se realizó en el 
tampón de electroforesis de proteínas (Tris-HCl 25 mM pH 8,6, glicina 190 mM y SDS al 
0,1%). A las muestras se les añadió el tampón de carga SLB (Tris 50 mM pH 8,8, SDS al 2%, 
βME al 5%, glicerol al 100% y azul de bromo fenol al 0,1%) y se desnaturalizaron por 
calentamiento durante 5 min a 100 ºC antes de ser aplicadas al gel. 
La electroforesis se comenzó a 50 V hasta que las muestras alcanzaron el gel separador, lo 
que permitió concentrarlas. A continuación se incrementó el voltaje a 150 V y se continuó hasta 
que el colorante azul de bromo fenol alcanzó el final del gel. 
Como marcadores de tamaño se emplearon: Mark 12 y el marcador preteñido SeeBlue 
Plus2 (Invitrogen). 
La tinción de los geles se llevó a cabo con una solución de azul de Coomassie al 0,5% en 
una mezcla de agua: isopropanol: ácido acético glacial (6,5:2,5:1) durante 30 min a 60 ºC. Para 
desteñir los geles se sumergieron en una solución de ácido acético al 10% y se mantuvieron a 60 
ºC durante un tiempo variable entre 30 min y 1 hora.  
 
3.1.13 Ensayos de actividad glicosiltransferasa en vesículas membranosas de L. 
lactis [pNGTF] 
 
Los ensayos de actividad glicosiltransferasa se realizaron como se describe en (151, 275). 
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 100 µl de tampón Tris-HCl 70 mM pH 
7, conteniendo 25 µg de extracto protéico (vesículas de membrana), UDP-Glucosa (Sigma) 2,5 
mM, CaCl2 1 mM, MgCl2 9 mM y NaCl 50 mM. Las muestras se incubaron a 30ºC durante 30 
min, deteniéndose las reacciones añadiendo 900 µl de etanol al 100% y enfriando en hielo 
durante 2 horas. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 13226 x g a 4ºC durante 17 min 
y después de descartar el sobrenadante, se secaron al aire antes de resuspenderlas en 500 µl de 
tampón PBS (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1mM, NaCl 140 mM, y KCl 3mM) pH 8,0. La 
detección del producto de la reacción, se realizó mediante el método ELISA de inhibición, como 
se describe en el apartado 3.1.17 de este capítulo. La concentración del producto obtenido en 
estas condiciones, osciló entre 5 y 10 µg por reacción. 
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Una unidad de actividad glicosiltransferasa se expresó como la cantidad de enzima que 
cataliza la formación de 1 µg de EPS/mg de proteína total/min. 
 
3.1.14 Análisis de Aglutinación 
 
La técnica inmunológica de aglutinación, se utilizó como método de detección de la 
producción de (1,3)(1,2)-β-D-glucano, con el antisuero desarrollado frente al serotipo 37 de S. 
pneumoniae (Statens Serum Institut, Denmark) 
Para llevar a cabo dicho análisis, las células se recogieron por centrifugación a partir de 1 
ml de cultivo en fase exponencial de crecimiento. El precipitado se resuspendió en PBS pH 8,0 
en un volumen tal que la concentración final aproximada fuera de 3.4 x 10 9 cfu/ml A 
continuación 10 µl de esta suspensión se mezcló con 10 µl del antisuero y se incubó durante 2 
horas a 4ºC. Transcurrido este tiempo, 5 µl de las preparaciones se analizaron por microscopía 
de contraste de fases y en algunos casos también por microscopía de fluorescencia en un 
microscopio Zeiss Axioplan (Universal microscope) usando los filtros de excitación estándar 
FITC D480/30 y los filtros de emisión TBP 460/530/610. Las áreas representativas de cada 
muestra, fueron captadas usando un objetivo 100X y con una apertura numérica de 1,25. Las 
imágenes se obtuvieron con una cámara fotográfica digital acoplada al microscopio, y se 
recogieron directamente en el ordenador 
 
3.1.15 Microscopía electrónica de transmisión 
 
La producción del β-D-glucano en las bacterias se analizó por MET mediante tinción 
negativa. Las células de 300 µl de un cultivo de L lactis o 500 µl de P. parvulus llevadas a una 
densidad óptica de 1,2, fueron centrifugadas a 12000 x g durante 2 min a 21ºC. Las bacterias se 
resuspendieron en 100 µl de tampón acetato amónico 0,1 M a pH 7,0 antes de ser analizadas. En 
algunos casos, para eliminar el EPS las células se sometieron previamente a ciclos de 
resuspensión con 300 o 500 µl de AcNH4 0,1 M pH 7,0 y sedimentación por centrifugaron a 
12000 x g durante 2 min a 21ºC, repitiéndose este tratamiento tantas veces como se consideró 
necesario. 
Para el análisis, se usaron rejillas comerciales de microscopía electrónica de cobre de 300 
agujeros recubiertas de Formvar y carbón (Electron Microscopy Sciences, Hatfield PA). 
Inmediatamente antes de su utilización, las rejillas se sometieron a una descarga iónica durante 
un minuto. De esta manera, la película de carbón se hizo más hidrofílica favoreciéndose por 
tanto la adsorción del espécimen. A continuación la rejilla se colocó sobre 10 µl de la muestra 
durante 1 min, tras lo cual se retiró el exceso de solución con papel de filtro (Albet). 
Posteriormente para contrastar la muestra por tinción negativa, se colocó la rejilla sobre una 
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gota de acetato de uranilo al 2% durante 40 seg. Por último, se retiró el exceso del agente de 
tinción y la rejilla se dejó secar al aire antes de su observación al microscopio electrónico de 
transmisión JEOL 1230 estabilizado a 100 kV. Las imágenes se tomaron a una magnificación de 
20.000 aumentos, y posteriormente fueron digitalizadas usando un escáner Epson Perfection 
4870 a una resolución final de 1200 ppp. 
 
3.1.16 Cuantificación del EPS 
 
La cuantificación de la producción de EPS se determinó con el método del fenol-sulfúrico 
descrito por (60), utilizando D-glucosa como estándar. Se recogieron muestras por duplicado de 
1 ml de cultivo en medio MD para L lactis y MSD para P. parvulus y se incubaron a 60ºC 
durante 20 min para quitar el EPS unido a pared celular. A continuación las muestras se 
centrifugaron a 13.600 x g durante 10 min a 4ºC. Tras la centrifugación se recogieron 0,5 ml del 
sobrenadante y el EPS contenido en el mismo se precipitó añadiendo 1 ml de etanol al 96% e 
incubando 16 horas a -20ºC. Una vez recogido el polisacárido por centrifugación a 13.600 x g 
durante 20 min a 4ºC, se lavó 2 veces con etanol al 80% frío y se centrifugó como se describe 
mas arriba. Posteriormente el EPS se resuspendió en 0,5 ml de H2O destilada y se añadieron en 
forma secuencial 0,5 ml de fenol 2,5% (vol/vol) y 2,5 ml de ácido sulfúrico concentrado. 
Inmediatamente las muestras se incubaron a 100ºC durante 5 min. Finalizado ese tiempo la 
reacción se detuvo en baño de hielo y se procedió a medir la absorbancia a 490 nm. 
 
3.1.17 ELISA de inhibición 
 
Los ensayos de ELISA (“Enzyme Linked Immuno Sorbent Asssay”) de inhibición se 
utilizaron como método de detección y cuantificación del β-D-glucano tanto del producto de los 
ensayos de actividad glicosiltransferasa como de los sobrenadantes de cultivos. 
El procedimiento que se detalla a continuación (Fig. 2M) está basado en el descrito por 
Vink y cols (57, 275) con algunas modificaciones.  
Se emplearon placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorp). El β-D-glucano purificado a partir de 
la estirpe recombinante L. lactis NZ9000[pNGTF] se utilizó tanto para cubrir las placas como 
para hacer la curva estándar. El anticuerpo primario fue el antisuero contra el serotipo 37 de S. 
pneumoniae y el anticuerpo secundario fue el conjugado policlonal anti-IgG de conejo-fosfatasa 
alcalina (Sigma). 
Para cubrir una placa con el EPS, en cada pocillo de ensayo se añadieron 200 µl de una 
solución de β-D-glucano a una concentración de 62,5 ng/ml. Un pocillo se usó como blanco sin 
EPS. Después de incubar la placa durante 16 horas a 4ºC, se lavó dos veces con 200 µl de 
solución de lavado (PBS pH 7,0 y 0,05% de Tween 20) y se añadió en todos los pocillos 300 µl 
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de solución de bloqueo (PBS pH 7,0, 0,05% de Tween 20 y 0,5 % de gelatina). Seguidamente se 
incubó durante 3 horas a 21ºC. Mientras tanto, en tubos “eppendorf” se realizaron los ensayos 
de inhibición o neutralización del anticuerpo primario diluido 1:800 en solución de bloqueo, en 
una proporción 1:1 vol/vol, por un lado con el EPS de la curva de calibración (diluciones 
seriadas en PBS pH 7,0 desde 0,019-2,5 µg/ml) y por otro con las muestras diluidas en PBS pH 
7,0 si fuera necesario. Estos ensayos se incubaron durante 30 min a 21ºC. A continuación, 
después de lavar la placa 3 veces con 200 µl de solución de lavado, se añadieron 200 µl del 
contenido de cada uno de los tubos eppendorf por duplicado en cada pocillo y se incubaron 
durante 1 hora y 30 min a 21ºC (de esta forma se neutraliza el anticuerpo primario libre presente 
en las mezclas anteriores por el polisacárido recubierto de la placa). Transcurrido este tiempo, 
tras lavar la placa 3 veces con solución de lavado, se añadieron 200 µl del anticuerpo secundario 
diluido 1:25.000 en solución de bloqueo y se incubó durante 2 horas más a 21ºC. 
Posteriormente se realizaron 4 lavados con solución de lavado y se añadió 200 µl de solución de 
revelado (p-nitrofenilfosfato 1 mg/ml en tampón dietanolamina (0,2 M pH 9,8 y MgCl2 5 mM, 
Sigma). Se dejó la placa durante 30 min a 37ºC y la reacción se detuvo con 50 µl de NaOH 2N. 
La lectura de la absorbancia a 415 nm se realizó en un lector de placas (BioRad modelo 680). 
El cálculo de la concentración del EPS en las muestras se realizó mediante la ecuación 
logarítmica que representa la curva de calibración de cada ensayo. 
(1->3, 1->2) β-D-glucano  
                     +  
Ac primario (Anti 37) 
(1->3, 1->2) β-D-glucano en 
concentración baja 
Señal alta intensidad 
        
sin ( 1->3, 1->2) β-D-glucano Señal de máxima intensidad 
        
Pocillo de una placa activada 
con (1->3, 1->2) β-D-glucano 
Señal baja intensidad  
        
(1->3, 1->2) β-D-glucano en 
concentración alta 
        
 
       + Ac secundario 
 
Figura 2M. Representación esquemática de ELISA de inhibición, adaptado de (275): Los pocillos de una 
placa de microtítulo, son recubiertos con β-D-glucano y bloqueados con gelatina. A continuación, se 
añaden las muestras o estándares en presencia del anticuerpo primario. El número de moléculas de 
anticuerpo primario que se unen al β-D-glucano inmovilizado a la placa, es inversamente proporcional a 
la concentración de β-D-glucano presente en las muestras o estándares. EL anticuerpo primario unido al 
β-D-glucano inmovilizado en la placa, es detectado por la unión con el anticuerpo secundario. 
Material y Métodos
51
3.1.18 Análisis informático 
 
Para analizar las secuencias de DNA se utilizaron los programas Chromas 1.45 y 
DNASTAR 5.0.1 (Lasergene) y Vector NTi. Para realizar el diseño de oligonucleótidos se 
empleó el programa Oligo 3.4 de MedProbe. 
Las imágenes de geles de DNA teñidos con bromuro de etidio fueron adquiridas con el 
sistema de documentación “GelDoc 2000” de Bio-Rad. Estas imágenes fueron analizadas con el 
programa Quantity One 4.5.2, también de Bio-Rad. 
Para el tratamiento matemático de los datos obtenidos a partir de la lectura de absorbancia 
de las placas de ELISA se empleó la hoja de cálculo Excel 2002 de Microsoft. 
La búsqueda de homología para los genes y proteínas, así como sus porcentajes de 
identidad detallados a lo largo de este trabajo (programa BLAST Basic Local 
Alignment Search Tool) y los alineamientos de secuencias (programa CLUSTALW) se 
realizaron a tarvés del servidor ExPASy. Para la predicción topológica de la proteína GTF 
se emplearon los programas SOUSI y TM-Pred del mismo servidor. 
Los modelos de la estructura cristalina para la secuencia que comprende el putativo 
dominio de actividad glicosiltransferasa de GTF de P. parvulus 2.6R (Anexo I B), se realizaron 
en colaboración con el Dr Mario García del Servicio de Bioinformática del CIB-CSIC. 
Los modelos estructurales fueron elaborados empleando como base las estructuras 
experimentalmente resueltas de las glicosiltransferasas de Bacillus subtilis (PDB entry 1qgq) y 
Bacteroides frágilis (PDB entry 3bcv) utilizando el servidor SWISS MODEL (226) y su calidad 
fue valorada con el programa PROCHECK (138). Las figuras finales (Figs. 2D, b, c, d) fueron 
obtenidas con el programa Rasmol 2.7.5. 
 
3.2 MÉTODOS ESPECÍFICOS 
 
3.2.1 Clonaje de la región gtf de P. parvulus 2.6R. 
 
Para los procedimientos que se describen a continuación se usó como sustrato 
preparaciones de DNA plasmídico de P. parvulus 2.6R purificado por fraccionamiento en 
gradiente de cloruro de cesio. El clonaje de la región 5’ del gen gtf y parte de la región 
adyacente a éste, se realizó mediante amplificación por PCR usando los oligonucleótidos 
degenerados GTFDF y GTFDR, cuyas secuencias se detallan en la tabla 3M de este capítulo. 
Estos cebadores se diseñaron según la secuencia parcial de aminoácidos de una glucano 
sintetasa putativa, de P. damnosus IOEB8801 denominada Dps (279) que se muestra en la 
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figura 3M. El fragmento amplificado de 1,8 kb fue clonado en el vector pCR 2.1-topo y el 
plásmido recombinante pTGTF1 fue establecido en E. coli DH5α. El plásmido recombinante 
pTGTF2 que contiene el extremo 3’del gen gtf y parte de la región adyacente a éste, se 
construyó usando el mismo vector y la célula huésped anteriormente mencionado. Previamente 
se realizó la amplificación por PCR reversa de un fragmento de 1554 nt con los cebadores 
TGTFF y TGTFR, cuyas secuencias se indícan en la tabla 3 de este capítulo y que fueron 
inferidos a partir de la secuencia de DNA del inserto del plásmido pTGTF1. El DNA plasmídico 
que se usó como molde para esta amplificación, fue tratado previamente con la enzima de 
restricción PstI y a continuación religado, como se describe en el apartado 3.1.5 de este capítulo. 
Para completar la secuencia de DNA de las regiones adyacentes al gen gtf, se clonaron los 
productos de digestión del DNA plasmídico, con diferentes enzimas de restricción, en el vector 
pCR4blunt-Topo, siguiendo el procedimiento que se detalla en el apartado 3.1.7 de este 
capítulo. 
La secuencia de DNA de 4535 nt, que corresponde al gen gtf y las regiones flanqueantes, 
han sido depositadas en la base de datos de DNA (Gene Bank número de acceso AY551933). 
 
 
GTFDF GTFDR 
Figura 3M. Alineamiento de las secuencias parciales de aminoácidos de las glicosiltransferasas (279): 
Dps de P. damnossus IOEB8801, Tts de S. pneumoniae serotipo 37, HI de Haemophilus influenzae, LL 
de L. lactis, DD de Dictyostelium discoideum y AT de Arabidopsis thaliana. 
Las flechas rojas señalan las regiones de la secuencia de aminoácidos de la proteína Dps a partir de la cual 
se diseñaron los oligonucleótidos degenerados GTFDF y GTFDR.  
 
3.2.2 Detección y localización genómica del gen gtf en bacterias lácticas 
 
Para detectar la presencia del gen gtf y determinar su localización en las estirpes de Lb. 
diolivorans G77 y O. oeni I4, se llevó a cabo un análisis por hibridación de Southern, como se 
describe en al apartado 3.1.10 de esta capítulo. Además, se usaron respectivamente como 
controles positivo y negativo de hibridación, las estirpes de P. parvulus 2.6 y 2.6NR. Para dicho 
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análisis se empleó DNA total de todas las estirpes y DNA plasmídico de ambas estirpes de P. 
parvulus. 
El sustrato para la construcción de la sonda, fue un fragmento de de 598 pb amplificado 
por PCR y sintetizado con los oligonucleótidos GTFSF y GTFSR, cuyas secuencias se 
describen en la tabla 3 de este capítulo. 
Además, para confirmar la localización de gtf en estas estirpes, se realizó una 
amplificación por PCR usando como molde DNA total y los cebadores TRA1, MOB1 y GTF1, 
cuyas secuencias se indican en la tabla 3 de este capítulo. Dichas secuencias están incluidas en 
la región corriente arriba del gen gtf de P. parvulus 2.6R (TRA1), P. damnosus IOEB 18801(84) 
o en el gen gtf de P. parvulus 2.6R (GTF1). 
 
3.2.3 Construcción del plásmido pGTF y establecimiento en S. pneumoniae R61 
y L. lactis MG1363. 
 
El plásmido pGTF fue construido como se describe a continuación. La preparación de 
DNA plasmídico de P. parvulus 2.6R se usó como molde para una reacción de PCR con los 
cebadores XbaIF y XbaIR, cuyas secuencias se describen en la tabla 3 de este capítulo con el fin 
de obtener un fragmento de 1.743 pb que contiene el gen gtf y su sitio de unión al ribosoma. 
Tras el tratamiento del producto de PCR con la enzima de restricción XbaI, éste se clonó en el 
sitio único XbaI del vector de expresión pLS1RGFP, el cual contiene el gen de la proteína 
fluorescente verde clonada bajo el control del promotor PM (179). El plásmido resultante, pGTF, 
que lleva la fusión transcripcional PM-gtf-gfp, fue establecido en S. pneumoniae R61 y L. lactis 
MG1363. A continuación el control de la expresión del gen gtf y la producción de EPS, se llevó 
a cabo mediante análisis de aglutinación como se detalla en el apartado 3.1.14 de este capítulo. 
 
3.2.4 Detección de actividad glicosiltransferasa en vesículas membranosas de S. 
pneumoniae R61[pGTF]. 
 
La detección de actividad glicosiltransferasa se realizó en vesículas membranosas de las 
estirpes: recombinante S. pneumoniae R61[pGTF] y control R61[pLS1RGFP] que se obtuvieron 
como se describe en la apartado 3.1.11 de este capítulo. 
Las determinaciones enzimáticas se realizaron como se describe en (151). Cada una de las 
reacciones se llevó a cabo en un volumen final de 100 μl conteniendo un rango de contenido de 
extractos de membrana de 0,5 mg/ml a 5 mg/ml, UDP-14C-glucosa 30 μM (actividad específica 
333 mCi/mmol), tampón de lisis y NaCl 50 mM. Las reacciones fueron realizadas a 30ºC 
durante 15 min y detenidas por adición de SDS a una concentración final de 0,5%. Después de 
agregar 0,4 % de seroalbúmina bovina (Sigma) y 1 ml de ácido tricloroacético al 10%, las 
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muestras fueron incubadas a 0ºC durante 30 min, filtradas por Whatman GF/A y lavadas con 15 
ml de TCA al 10 %. Los filtros se secaron a 65ºC durante 25 min y la marca radioactiva 
incorporada al mismo se determinó en un contador de centelleo (LKB Wallack). Una unidad de 
actividad glicosiltransferasa se expresó como la concentración de enzima que cataliza la 
incorporación de 1 pmol de glucosa/mg de proteína total/min a un producto macromolecular. 
 
3.2.5 Construcción del plásmido pNGTF y establecimiento en L lactis NZ9000. 
 
Para la construcción del plásmido pNGTF se realizó una amplificación de PCR usando 
como molde DNA plasmídico de P. parvulus 2.6R y los oligonucleótidos NcoI y XbaIR cuyas 
secuencias se indican en la tabla 3 de este capítulo. El producto de esta PCR de 1714 pb, que 
contiene el gen gtf, se clonó en el vector pCR 2.1.TOPO y el plásmido resultante pTNXGTF se 
estableció en E. coli DH5α. Tras el tratamiento con las enzimas de restricción NcoI y XbaI, se 
obtuvo el inserto gtf que se clonó en el plásmido pNZmelp (7), derivado del vector pNZ8048 
(45), reemplazando el gen mleP por el gen gtf. El plásmido recombinante obtenido, pNGTF, 
contiene la fusión transcripcional del promotor nisA y el gen gtf modificado tal manera que la 
inducción con nisina conduce a la expresión de la proteína GTF fusionada con 10 residuos de 
histidina en el extremo amino terminal (His10-GTF). Finalmente el plásmido fue establecido en 
la Lactococcus lactis NZ9000. 
 
3.2.6 Localización de la proteína His10-GTF por hibridación de Western  
 
La detección de His10-GTF por hibridación de Western se realizó para determinar la 
localización subcelular de la proteína en la estirpe recombinante L. lactis NZ9000[pNGTF]. 
Para ello extractos de proteínas citosólicas y preparaciones de vesículas membranosas de dicha 
estirpe y de la estirpe control NZ9000[pNZ8048] se fraccionaron en geles de SDS-PAA al 10% 
y se electro-transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell BA85 0,45 
μm) utilizando el aparato de transferencia “Mini trans-blot electrophoretic transfer cell” (Bio-
Rad). La transferencia y saturación de la membrana se realizaron según el protocolo descrito en 
(295). Para comprobar la transferencia y detectar los marcadores de peso molecular, la 
membrana se tiñó con la solución rojo de Ponceau (Sigma). El anticuerpo policlonal IgG Anti 
His-Tag (Santa Cruz) se empleó a una dilución 1:2.000. Como anticuerpo secundario se utilizó 
una dilución 1:30.000 de anti-IgG de conejo conjugados con fosfatasa alcalina comercial 
(Sigma). Tanto el proceso de incubación con los anticuerpos primario y secundario, como la 
detección quimioluminiscente basada en la fosfatasa alcalina, se realizaron según el protocolo 
del kit utilizado (Immun-Star Chemiluminescent Protein Detection System de Bio-Rad). 
Material y Métodos
55
La detección de las bandas luminiscentes se realizó mediante un detector de 
quimioluminiscencia acoplado a una cámara digital (LAS-3000 Fuji). 
 
3.2.7 Detección de la producción de EPS en L lactis NZ9000[pNGTF]. 
 
La detección de la producción de EPS en la estirpe recombinante L. lactis 
NZ9000[pNGTF], se llevó a cabo mediante ensayos de aglutinación y microscopía electrónica 
de transmisión como se detalla en los apartados 3.1.14 y 3.1.15 de este capítulo, 
respectivamente. Para dicho propósito, los cultivos de dicha estirpe y de la estirpe control 
NZ9000 [pNZ8048] crecidos en medio M17G con 0,5 µg/ml de Cm, se indujeron con 0,25 
ng/ml de nisina cuando la absorbancia de los mismos fue 0,6, durante 1 hora a 30ºC para los 
ensayos de aglutinación y durante 24 horas para microscopía electrónica. 
También se analizaron los niveles producidos de EPS en las estirpes antedichas en medio 
MD, partiendo de tres cultivos independientes para cada una de estas estirpes. Para tal fin, 
cuando los cultivos alcanzaron la absorbancia de 0,6, se concentraron 2 veces por centrifugación 
en medio MD fresco, para evitar los efectos tóxicos del ácido láctico producido durante el 
crecimiento (167). A continuación se indujeron con 0,25 ng/ml de nisina. Se recogieron 
alícuotas de 1 ml por duplicado y a distintos tiempos durante un período de inducción de 120 
horas. Después fueron procesadas como se describe en el apartado 3.1.16 de este capítulo. 
 
3.2.8 Análisis y caracterización estructural del EPS producido por L. lactis 
NZ9000[pNGTF] 
 
3.2.8.1 Aislamiento del EPS 
 
Para el aislamiento del EPS a partir de L. lactis NZ9000 [pNGTF], se creció la bacteria en 
2 l de medio MD suplementado con 5 µg/ml Cm y el cultivo se llevó hasta una absorbancia de 
0,6. Las células se centrifugaron a 6.816 x g durante 20 min a 4ºC y se resuspendieron en 1 l de 
medio MD conteniendo 0,5 µg/ml de Cm. Seguidamente se indujo la expresión del gen gtf a 
partir del promotor nisA por adición de 0,25 ng/ml de nisina y se continuó el crecimiento 
durante 48 horas a 30ºC. Transcurrido este tiempo, el cultivo se incubó durante 20 min a 60ºC. 
A continuación las células se sedimentaron por centrifugación a 10.651 x g durante 58 min a 4 
ºC. El EPS del sobrenadante se recogió mediante 3 precipitaciones con 3 volúmenes de etanol al 
100% e incubación durante 16 horas a 4ºC, la primera y -20ºC las dos últimas. Después de cada 
precipitación el EPS se sedimentó por centrifugación a 10.651 x g durante 58 min a 4ºC. El 
último precipitado se resuspendió en 60 mL de H2O milliQ, y se dializó con una membrana de 
diálisis (MWCO 12-14.000 Da) frente a 2 l de H2O milliQ durante 24 horas antes de ser 
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liofilizado. La pureza del liófilo se evaluó determinando el contenido de azúcares mediante el 
método de fenol sulfúrico como se describe en el apartado 3.1.16 de este capítulo y por 
espectrofotometría haciendo un barrido entre 190 nm y 300 nm a partir de una resuspensión de 
2 mg/ml del liofilizado en H2O destilada. 
Cuando fue necesario, el EPS presente en los sobrenadantes se concentró en una unidad de 
ultrafiltración (Amicon Series 8000) utilizando una membrana (Millipore) de 1 kDa. La fracción 
mayor de 1 kDa se recogió para su posterior análisis. 
Los análisis fisico químicos detallados a continuación se realizaron en colaboración con las 
Dras. Alicia Prieto (CIB-CSIC), Mª. Teresa Dueñas y Ana Irastorza (Universidad del País 
Vasco). 
 
3.2.8.2 Determinación de la masa molecular 
 
El tamaño molecular se analizó mediante cromatografía de exclusión molecular como se 
describe en (269). Se empleó un aparato GPCV 2000 (Waters), equipado con un detector de 
índice de refracción, un viscosímétro y 3 columnas PL-aquagel-OH 40, 50 y 60, 15 µm 
(Polymer Laboratorios) termostatizadas a 30ºC. El polisacárido se disolvió en el eluyente 
(NaNO3 0,2 M y NaH2PO4 0,01 M pH: 7,0) a una concentración de 0,05% (p/v) y se eluyó a un 
flujo de 0,7 ml/min. La curva de calibrado se realizó con los siguientes dextranos comerciales: 
104, 4 x 104, 7 x 104, 1,5 x 105, 2,7 x 105, 4,1 x 105, 6,7 x 105, 1,4 x 106 y 2 x 106 Da (Fluka) 
disueltos en el eluyente. 
 
3.2.8.3 Purificación del EPS en columna preparativa de Sepharose CL 6B 
 
Una vez aislado el EPS, se purificó mediante cromatografía de exclusión molecular en una 
columna preparativa con Sepharose CL6B de 60 x 2,6 cm equilibrada y eluida con 0,3 M NaCl 
en PBS. Se recogieron fracciones de 3,9 ml, que fueron monitorizadas sistemáticamente por el 
método del fenol-sulfúrico para comprobar su contenido en carbohidratos. Las fracciones 
apropiadas se juntaron, se concentraron en un rotavapor hasta unos 10 ml, se dializaron frente a 
agua milli-Q y por último se congelaron y liofilizaron para su posterior análisis. 
 
3.2.8.4 Determinación de la composición de monosacáridos 
 
Con el fin de determinar su composición en monosacáridos, se hidrolizó el EPS con 1 ml 
de ácido trifluoroacético (TFA) 3M durante 1 hora a 120ºC. 
Los monosacáridos son sustancias no volátiles, por ello fue necesario derivatizarlos para su 
posterior identificación por cromatografía de líquido-gas (CGL). De entre los posibles 
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derivados, se eligieron los acetatos de alditol por producir un único derivado de cada 
monosacárido dando lugar a cromatogramas más simples. 
Después de hidrolizar cada muestra, se añadió 1 mg de inositol como patrón interno y se 
procedió a la eliminación del ácido. Los monosacáridos liberados se redujeron con borohidruro 
sódico (NaBH4) en 1 ml de H2O a temperatura ambiente durante 12 horas. A continuación, se 
destruyó el exceso de borohidruro por adición de HCl concentrado hasta pH ácido y se evaporó 
en rotavapor a 70ºC. Para eliminar las sales de boro formadas, se lavó 3 veces con 2 ml de 
metanol. Finalmente, los alditoles formados se acetilaron con 500 μl de piridina-anhídrido 
acético (1:1), durante 1 hora en estufa a 100ºC y se evaporaron a sequedad a 70ºC (132). 
Los azúcares neutros fueron identificados y cuantificados mediante CGL. En el momento 
de analizar las muestras se disolvieron en 200 μl de cloroformo y se tomó una alícuota de 1 μl, 
que fue inyectada en el cromatógrafo. El análisis cromatográfico se llevó a cabo en un 
instrumento CGL-EM 7980A-5975C (Agilent), equipado con una columna HP-5MS (30m x 
0,25 mm, 0,2 μm espesor de la película), un inyector split/splitless y con helio (0,6 ml min-1) 
como gas portador. Inyector y detector se programaron a una temperatura de 250°C y para la 
separación de los monosacáridos se empleó un programa de temperaturas que comienza 
isotérmicamente a 190ºC (2 min), aplicando a continuación una rampa de temperatura de 2ºC 
min-1 hasta una temperatura final de 225ºC. El pico de cada azúcar en el cromatograma se 
identificó comparando su tiempo de retención con los de patrones analizados en idénticas 
condiciones. La cuantificación se realizó atendiendo al área de los picos y a los factores de 
respuesta obtenidos con diferentes monosacáridos patrón. 
 
3.2.8.5 Espectroscopía de IR 
 
Los espectros de IR dan información acerca de la configuración α o β de los monómeros, 
así como de la presencia de grupos de tipo N-acetilo, carboxilo, fosfato o sulfato (8). Las 
muestras se analizaron mediante la técnica del bromuro de potasio en un instrumento FTIR 
4200 tipo A (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) en el rango de 400–4000 C/cm. El detector 
empleado fue del tipo TGS con una resolución de 4 C/cm. 
 
3.2.8.6 Determinación del tipo de sustitución: análisis por metilación 
 
Existen varios métodos de metilación de carbohidratos. En este trabajo se utilizó el método 
de Ciucanu y Kerek (29) modificado por Needs y Selvendran (176). 
El polisacárido (1-3 mg) se disolvió completamente en 1 ml de DMSO (dimetilsulfóxido) 
en un baño ultrasónico. Se añadieron entre 50 y 100 mg de hidróxido sódico pulverizado, 
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sonicando durante 25 min. A continuación se enfrió el tubo y se añadió 1 ml de ioduro de 
metilo, y se sonicó durante 2 horas. Los productos de la reacción, recogidos con 2 ml de 
cloroformo-metanol (1:1), se dializaron frente a agua durante 48 horas, posteriormente frente a 
etanol-agua (1:1) durante 36 horas y finalmente, se evaporaron a sequedad. 
El polisacárido metilado se hidrolizó para obtener monosacáridos parcialmente metilados, 
que se derivatizaron para dar lugar a sus correspondientes acetatos de alditol parcialmente 
metilados. La reducción y acetilación se realizó según el método descrito en (132) con una única 
modificación, que consiste en reducir con borohidruro sódico deuterado (NaBD4). Los acetatos 
de alditol parcialmente metilados se analizaron mediante CGL-EM en un instrumento Agilent 
7980A-5975C equipado con una columna HP-5MS (30m x 0,25mm, 0,2 μm espesor de la 
película), con helio (15 psi) como gas portador y aplicando un programa de temperatura: 170ºC 
(1 min), rampa de 2ºC/min hasta 210ºC (1 min). El inyector y la línea de transferencia se 
mantuvieron a 250ºC durante el análisis. La relación de división de flujo durante la inyección 
fue de 50:1. 
Cada uno de los picos del cromatograma se identificó mediante su tiempo de retención y su 
espectro de masas. La cuantificación se realizó atendiendo al área de los picos. 
 
3.2.8.7 Resonancia magnética nuclear (RMN) 
 
El análisis de 1H-RMN se llevó a cabo en las condiciones descritas en (61). El EPS se aisló 
como se describe en el apartado 3.2.9.1 y a continuación, una muestra de 0,6 mg de este fue 
deuterada varias veces por intercambio con agua deuterada (D2O, 99%) y analizada como 
solución en D2O al 99,98%. Para el análisis de la muestra se utilizó un espectrómetro Avance 
500 (Burker), operando a 550,13 MHz. El espectro se registró a 303 K. Los desplazamientos 
químicos se expresaron en ppm, utilizando como referencia la señal del HDO “semi heavy 
water”. 
 
3.2.9 Análisis químico del producto de las reacciones enzimáticas  
 
Se analizó la composición monosacarídica de los productos de las reacciones enzimáticas 
llevadas a cabo con las vesículas membranosas obtenidas de la estirpe recombinante L. lactis 
NZ9000[pNGTF]. Las mezclas de reacción contenían: 2,5 mM de UDP-Glc, 2,5 mM de UDP-
Gal y de una reacción control, sin añadir ningún sustrato. 
Cada una de las reacciones se realizó en un volumen final de 1 ml, a 30ºC durante 18 
horas. 
Los demás componentes de la reacción y el procedimiento a seguir tras finalizar el tiempo 
de incubación, son los que se indican en el apartado 3.1.13 de este capítulo con la modificación 
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que se describe a continuación. Una vez que las muestras se secaron al aire, se resuspendieron 
en 1 ml de H2O destilada y 5 µl de SDS al 10%. Seguidamente se incubaron durante 15 min a 
37ºC. Finalmente se dializaron frente a H2O destilada durante 24 horas empleando una 
membrana de diálisis de 3,5 kDa. 
A continuación y para determinar la composición de monosacáridos, 100 µl de cada una de 
las muestras se trataron con 3 M de TFA, siguiendo el procedimiento que se describe en el 
apartado 3.2.9.4 de este capítulo. 
A su vez, también se analizaron 100 µl de las mismas muestras, para determinar el tipo de 
sustitución como se describe en el apartado 3.2.9.6, con las siguientes modificaciones. Antes de 
añadir el DMSO las muestras se evaporaron a sequedad en un rotavapor. Y por otra parte, una 
vez que se añadió a la mezcla de reacción los 2 ml de cloroformo-metanol (1:1), en lugar de 
dializar frente a agua, se agregaron 5 ml de agua y se extrajo la fase acuosa 4 veces con 3 ml de 
cloruro de metileno. A continuación se juntaron las fases orgánicas, se lavaron con agua y se 
concentró a sequedad en un rotavapor. 
 
3.2.10 Estudio de las propiedades probióticas de P. parvulus 2.6R y 2.6NR 
 
3.2.10.1 Análisis de resistencia al estrés gastrointestinal  
 
El modelo de tracto gastrointestinal está basado en los protocolos descritos previamente 
por Marteau y cols (159) y Huang y Adams (99).  
Se analizaron tres cultivos independientes de cada bacteria y los ensayos se realizaron por 
triplicado. Las bacterias P. parvulus 2.6R y 2.6NR se crecieron en 15 ml de medio MRS 
(Pronadisa) suplementado con Tween 0,1% (Oxoid) y L-cisteína 0,05% (Merck) a 30ºC y en 
anaerobiosis (AnaeroGenTM, Oxoid), hasta el final de la fase exponencial de crecimiento (2 x 
109 ufc/ml). A continuación se recogieron las células por centrifugación (10.000 g x 10 min) y 
se resuspendieron separadamente en medio fresco en alícuotas de 2,5 ml. La primera de ellas se 
analizó directamente sin tratar, muestra control (C) y las demás, después de los tratamientos que 
se describen a continuación (muestras G y GI) (ver Fig. 31R del capítulo de Resultados). 
 
Estrés gastrico  
Para simular la dilución de la saliva in vivo, se añadió a cada una de las alícuotas de 2,5 ml 
descritas mas arriba, 330 μl de una solución estéril compuesta por 6.2 g/l NaCl, 2.2 g/l KCl, 1.2 
g/l NaHCO3 y CaCl2 60 mM suplementada con 0,1% de lisozima y 0,3% de pepsina 
(concentración final) (Sigma-Aldrich). Las condiciones y tiempos de vaciado del estómago, se 
reprodujeron bajando el pH de cada una de las muestras con ácido clorhídrico 1 M partiendo de 
un pH inicial de 5,0 (G pH 5,0) y hasta llegar a 4,1 (G pH 4,1) ó 3,0 (G pH 3,0). Las alícuotas se 
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incubaron separadamente en baño termostatizado y en agitación durante 20 min a 37ºC (Fig. 
35R). 
 
Estrés intestinal  
Para simular el estrés intestinal, la muestra G pH 5,0 (2,5 ml) sometida a estrés gástrico a 
pH 5.0, se ajustó a pH 6.5 con bicarbonato sódico 1 M, y se mezcló con 200 μl de solución 
intestinal estéril compuesta por 5 g/l de  NaCl, 0,6 g/l de KCl y CaCl2 2,7 mM  conteniendo 
0,45% de sales biliares y 0,23% de pancreatina (concentraciones finales) (Sigma-Aldrich). Para 
simular las condiciones del duodeno, la muestra se incubó durante 120 min en baño 
termostatizado a 37 ºC y en agitación (GI) (Fig 31R). 
 
Ensayo de supervivencia bacteriana al estrés gastrointestinal  
Las células de 2,5 ml de cultivo sometidas al estrés gástrico (muestras G) o gastrointestinal 
(GI) se sedimentaron por centrifugación (10.000 × g, 10 min) y se lavaron con tampón PBS pH 
7.5. Finalmente el sedimento se resuspendió en 2.5 ml del mismo tampón antes de los análisis. 
La viabilidad celular se cuantificó por dos métodos distintos. 
Por una parte se midieron las ufc/ml de las muestras tratadas y sin tratar, sembrando 
diluciones apropiadas en el medio de cultivo mencionado mas arriba, suplementado con 1,5% 
agar (Scharlau) e incubando en las condiciones que se detallan en el apartado 3.2.12.1. 
Por otra, la viabilidad celular se analizó utilizando la tinción fluorescente LIVE/DEAD® 
BacLightTM bacterial viability kit (Molecular Probes). Este kit se basa en la combinación de 
dos agentes intercalantes y fluorescentes, SYTO 9 y PI (Ioduro de Propidio). El primero es 
permeable a las membranas, y penetra en las células tiñendo los ácidos nucléicos, lo cual se 
puede detectar por la emisión de fluorescencia verde. Sin embargo, PI entra sólo en células con 
las membranas comprometidas, y se puede medir por emisión de fluorescencia roja. Como el PI 
tiene mayor afinidad por el DNA que SYTO 9, es capaz de desplazarlo. Así, las células viables 
se detectan por la emisión de fluorescencia verde y las dañadas o muertas por emisión roja. 
Para medir la viabilidad celular, la solución de teñido se preparó diluyendo el stock 
comercial en 0.085% NaCl a una concentración final de 0,167 mM SYTO9 y 1 mM PI. Las 
muestras se prepararon adicionando 33 μl de dicha solución de teñido, que incluye ambos 
reactivos, a 1 ml de suspensión bacteriana en tampón PBS (aproximadamente, 1 x 109 ufc). Se 
incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 min. A continuación se recogieron 
tres alícuotas de 200 μl de cada muestra, para dispensarlas en tres pocillos diferentes, utilizando 
una placa de microtítulo de 96 pocillos. La fluorescencia se midió en un fluorímetro (LS-50B 
automated, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) detectando la emisión de SYTO9 y PI a 530 nm y 
620 nm, respectivamente, con una excitación en ambos casos de 488 nm y un ancho de rendija 
de 5.0 nm. 
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Para calibrar los ensayos de viabilidad celular con LIVE/DEAD® BacLightTM fue necesario 
estandarizar las condiciones de detección óptima de fluorescencia para cada microorganismo. 
Para ello una suspensión celular de un cultivo fresco (109 ufc/ml) se consideró como células 
viables y ese mismo cultivo tratado después con calor (70 ºC durante 30 min) se consideró como 
células no viables. Se mezclaron diferentes proporciones de células viables y no viables (0, 20, 
40, 60, 80 y 100%). Las UFC/ ml de cada una de estas mezclas determinadas por plaqueo y los 
niveles de de fluorescencia Verde/Roja por espectroscopía, luego de la tinción de las distintas 
poblaciones resultó en una recta de regresión lineal (ver Fig. 32R de Resultados) 
 
3.2.10.2 Adhesión al epitelio intestinal (línea celular Caco-2)  
 
Las células utilizadas para los ensayos de adhesión al epitelio intestinal fueron Caco-2, 
línea celular originaria de adenocarcinoma de colon humano, obtenidas del Banco de Células 
Humanas del Centro de Investigaciones Biológicas. Los ensayos se realizaron en placas de 
microtítulo de 96 pocillos (Falcon MicrotestTM, Becton Dickinson, NJ, USA) y con células 
totalmente diferenciadas a enterocitos maduros del intestino delgado. Para ello se sembraron 
1,25 x 104 células Caco-2 en 75 μl de medio Men-Alpha Medium (MAM) (GIBCO) + 10% v/v 
FSB (heat-inactivated fetal bovine serum) (Lonza, Belgium) por pocillo, y se incubaron a 37ºC 
en atmósfera de 5% CO2 durante 15 días cambiando a medio fresco cada dos días. Al cabo de 15 
días se obtiene una monocapa de células diferenciadas y polarizadas. Para realizar el ensayo de 
adhesión, se retiró totalmente el medio MAM de las células Caco-2 adheridas al pocillo, y se 
sustituyó por 75 μl de Dulbecco´s modified Eagle medium (DMEM) sin suero. A continuación a 
cada pocillo se adicionaron 1,25 x 105 bacterias resuspendidas en 25 μl de DMEN y procedentes 
de cultivos en fase exponencial tardía (2 x 109 ufc/ml), que fueron crecidos como se describe en 
el apartado 3.2.12.1. Así, se utilizó una proporción de infección de 10 bacterias por cada célula 
epitelial durante el ensayo de adhesión, realizado durante 1 hora de incubación a 37ºC en 
atmósfera de 5% CO2.  Posteriormente se lavaron los pocillos tres veces con PBS pH 7.1 
(adicionando 200 μl cada vez). Se descartó el PBS del último lavado y se adicionaron de nuevo 
100 μl de PBS. Para levantar las células Caco-2, se añadieron 100 μl de 0.05% tripsina-EDTA 
(GIBCO) a cada pocillo. Se incubaron durante 10 min a 37º y después se adicionó a cada uno de 
ellos, 100 μl de PBS a 0ºC, agitando un poco para favorecer la disociación de las células 
eucariotas de la placa. Para determinar el número de bacterias asociadas a las células, se 
sembraron en placa las diluciones apropiadas y en el medio de cultivo adicionado de 1,5% agar, 
como se ha descrito anteriormente. Cada ensayo de adhesión se realizó por triplicado, en 
cultivos celulares y bacterianos independientes. 
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3.2.10.3 Evaluación de la producción de citoquinas IL8, IL10 y TNF-α en 
macrófagos 
 
Para estudiar las propiedades inmunomoduladoras de las estirpes en estudio, se realizaron 
los análisis utilizando macrófagos humanos siguiendo el protocolo descrito por Yasuda y cols 
(290). Con este fin, se generaron macrófagos pro-inflamatorios tipo M1 y anti-inflamatorios 
M2, a partir de células sanguíneas mononucleares periféricas humanas. Para ello se trataron 
éstas, con 1000 U/ml de factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (obtención 
de macrófagos M1) o con 10 ng/ml de factor estimulante de colonias de macrófagos (obtención 
de macrófagos M2) siguiendo el protocolo descrito por Verreck y cols (272). Una vez obtenidos 
los dos tipos de macrófagos diferenciados a M1 y M2, se sembraron 1 x 106 células de cada uno 
de ellos, en 2 ml de medio de cultivo RPMI (Invitrogen) suplementado con 10% v/v FSB en 
placas de 12 pocillos (Falcon MicrotestTM, Becton Dickinson, NJ, USA). Para realizar los 
ensayos de cuantificación de interleuquinas como respuesta de los macrófagos a la presencia de 
los microorganismos en estudio, se adicionó a cada pocillo 2,5 x 107 bacterias lavadas en PBS y 
resuspendidas en 100 μl de RPMI sin suero (volumen total por pocillo 2,1 ml), resultando en 
una proporción de infección de 25 bacterias por macrófago. Se incubaron durante 18 horas a 
37ºC en atmósfera de CO2  al 5% y a continuación en los sobrenadantes se determinaron los 
niveles de las interleuquinas 8 (IL-8), 10 (IL-10) y el Factor α de Necrosis Tumoral (TNF-α) 
secretados por los macrófagos mediante la técnica denominada Ensayo Inmunoabsorbente 
Ligado a Enzima (ELISA). Para ello se utilizaron los Kits ELISA en la valoración de cada una 
de las interleuquinas (Inmuno Tools GMBH, Heidelberg, Germany), siguiendo las  
instrucciones del proveedor. Cada ensayo se realizó por triplicado.  
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RESULTADOS 
 
 
 
 
 
 
 
4. RESULTADOS 
4.1. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LA SíNTESIS DEL β-GLUCANO DE P. 
parvulus 2.6R. 
 
Los HePS son producidos intracelularmente a partir de nucleótidos-azúcar por la acción de 
varias glicosiltransferasas unidas a membrana. Mientras que la mayoría de los HoPS (α-
glucanos y fructanos) son sintetizados por glicansacarasas extracelulares, que utilizan sacarosa 
como sustrato. 
Dentro del grupo de los HoPS se encuentran los β-glucanos cuya síntesis ha sido menos 
estudiada. En concreto, en la estirpe P. damnosus IOEB8801, aislada de vino alterado y 
posteriormente renombrada como P. parvulus (284), se identificó el gen dps localizado en el 
plásmido pF8801. El producto génico de dps (DPS) presenta homología con glicosiltransferasas 
y parecía ser responsable de la síntesis de su EPS que posee una estructura idéntica a la del β-
glucano sintetizado por P. parvulus 2.6R (279). Este hecho nos indujo a abordar la estrategia 
que se describe a continuación para caracterizar la síntesis del β-glucano en esta bacteria. 
 
4.1.1 Caracterización del gen gtf y la proteína GTF de P. parvulus 2.6R. 
 
Al iniciarse este trabajo la secuencia de nucleótidos del gen dps no había sido publicada 
aún y sólo se disponía de la secuencia parcial de la proteína DPS (279). Por ello, a partir de 
dicha secuencia, y en concreto, en base a los aminoácidos conservados respecto a otras gtf, se 
diseñaron oligonucleótidos degenerados que permitieron clonar mediante amplificación por 
PCR un fragmento del gen gtf de P. parvulus 2.6R. La secuencia de la región gtf, que 
comprende el gen y sus regiones flanqueantes, se completó con una amplificación por PCR 
reversa y clonando fragmentos al azar del DNA plasmídico de P. parvulus tal y como se detalla 
en el apartado 3.2.1 de Métodos específicos. 
La determinación de la secuencia de DNA de la región gtf clonada (4.535 pb) reveló la 
existencia de tres marcos de lectura abierta designados: traA, gtf y tnp (Anexo I A). La 
comparación de la secuencia de DNA de esta región con la base de datos del GenBank reveló 
que los 1.704 nt del gen gtf (nucleótidos 1.284-2.987) no presentaban homología significativa 
con otros genes secuenciados. Sin embargo, la secuencia de 167 nt (nucleótidos 842-1.009 en 
Anexo I A), localizada entre los genes traA y gtf mostró una identidad del 91% con una región 
del plásmido pWCFS103 de Lb. plantarum. Además la secuencia de 1.136 nt que incluye el gen 
tnp y la región situada corriente abajo del gen gtf (nucleótidos 3.400-4.535 en Anexo I A), 
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presenta una identidad del 91% con una región del cromosoma de Lb. rhamnosus RW-9595M, 
la cual está localizada corriente arriba del operón EPS (GeneBank AF323526).  
La comparación con la base de datos Swissprot, de las secuencias de aminoácidos de los 
productos génicos inferidos, reveló que traA codifica una relaxasa, presumiblemente 
involucrada en conjugación, dado su grado de homología (92 al 59% de identidad) con las 
presentes en los plásmidos pSF118-20, pWCFS1 y pSF118-48 de Lactobacillus y pMRC01 de 
L. lactis. Mientras que el gen tnp codifica una transposasa perteneciente a la familia IS30 la cual 
se encuentra ampliamente distribuida entre las especies de Lactobacillus. 
En cuanto al producto del gen gtf (GTF), de acuerdo a la similitud de la secuencia de 
aminoácidos, este pertenece a una familia de glicosiltrasnferasas denominada GT-2 (ver capítulo 
de Introducción, apartado 1.3.1). 
La predicción de la estructura secundaria de la proteína GTF realizada con el programa 
TM-Pred (http:// www.ch.embnet.org/sofware/TMPRED_form.html) (Fig. 1R) reveló la 
existencia de seis segmentos transmembranales, que flanquean el dominio putativo de actividad 
glicosiltransferasa, dos de ellos localizados en la región N-terminal y cuatro en la región C-
terminal, indicando que la proteína está anclada a membrana. 
Además, con el análisis de la secuencia de aminoácidos de GTF, mediante el programa 
SignalIP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), no se detectó la presencia de un péptido 
señal. 
I        II                                            IIII     IV           V         VI
Dominio glicosiltransferasa
 
Figura 1R. Predicción de la estructura secundaria de la glicosiltransferasa GTF de P. parvulus 2.6R 
realizada con el programa TM-Pred. En números romanos se indican las regiones transmembranales. 
 
Por otro lado la proteína GTF (567 aminoácidos) mostró una identidad significativa del 
33% solamente con la proteína Tts de S. pneumoniae serotipo 37 (152). Esta enzima cataliza la 
biosíntesis y secreción de la cápsula de este microorganismo (151), la cual es un β-D-glucano 
similar al EPS sintetizado por P. parvulus 2.6R y P. parvulus IOEB 18801. Los anticuerpos 
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contra el serotipo 37 son capaces de aglutinar las células de P. parvulus IOEB 18801 y otras 
bacterias Gram positivas que sobreexpresan la proteína Tts (151). 
Partiendo de estos hechos y para establecer la actividad enzimática de la proteína GTF, el 
gen gtf fue clonado bajo el control del promotor inducible por maltosa PM en el vector de 
expresión pLS1RGFP (ver apartado 1.4.2 del capítulo de Introducción). Dicho clonaje dió lugar 
a la fusión transcripcional PM-gtf-gfp (ver detalles en el apartado 3.2.3 de Métodos específicos). 
El plásmido recombinante pGTF fue establecido en S. pneumoniae R61, estirpe no capsulada, y 
en L. lactis MG1363. A continuación la sobreexpresión de gtf fue analizada por 
inmunoprecipitación con anticuerpos contra el serotipo 37 y visualizada por microscopía (Fig. 
2R). 
  
Figura 2R. Detección de la expresión funcional de la proteína GTF y la proteína fluorescente verde desde 
el promotor PM en S. pneumoniae y L. lactis. Imágenes obtenidas por microscopia de contraste de fases 
(A, C, E y G) y de fluorescencia (B, D, F y H) de los cultivos de R61[pLS1RGFP] (A y B), R61[pGTF] 
(C y D), MG1363[pLS1RGFP] (E y F) y MG1363[pGTF] (G y H), después del ensayo de aglutinación 
(ver detalles en apartado 3.1.14 de Métodos generales). 
Resultados
67
La comparación de las imágenes obtenidas por microscopía de contraste de fases (Fig. 2R, 
paneles A, C, E y G) y de fluorescencia (Fig. 2R, paneles B, D, F y H) mostraron que todas la 
células que portan ya sea el plásmido pGTF (2R D y H) o el plásmido vector (2R B y F) eran 
fluorescentes debido a que la proteína fluorescente verde, codificada por el gen gfp, se 
transcribe desde el promotor PM. Sin embargo, solamente las células de S. pneumoniae 
R61[pGTF] y L. lactis MG1363[pGTF] mostraron aglutinación con el anticuerpo contra el 
serotipo 37. 
Este resultado indica que la expresión de GTF confiere a S. pneumoniae y a L. lactis la 
capacidad de sintetizar y secretar el EPS. 
Para confirmar la actividad glicosiltransferasa de GTF, se prepararon vesículas 
membranosas de las estirpes R61[pGTF] y R61[pLS1RGFP] y con ellas se realizaron ensayos 
de actividad usando como sustrato 14C-UDP-glucosa como se describe en los apartados 3.1.11 
de Métodos generales y 3.2.4 de Métodos específicos. Los niveles de actividad 
glicosiltransferasa detectados en la estirpe sobreproductora de GTF y en la estirpe control 
fueron respectivamente de 615±193 y 244±42 unidades/mg de proteínas totales. Los elevados 
niveles de actividad basal observados en R61[pLS1RGFP] podrían deberse a los productos de 
los genes cromosomales cpoA y epsG de S. pneumoniae, proteínas clasificadas por homología 
como posibles glicosiltransferasas en la base de datos KEGG (http:// www.genome.jp/Kegg/). 
Sin embargo, el incremento de actividad de 2,5 veces detectado en las membranas de 
R61[pGTF] parece ser debido a la expresión de la proteína GTF, ya que no se observó una 
alteración significativa en el tiempo de duplicación bacteriano (35 min para la estirpe 
sobreproductora frente a 30 min para la estirpe control) y en ambas estirpes se detectaron los 
mismos niveles de expresión de GFP a partir del promotor PM (resultados no mostrados). 
 
4.1.2 Localización genómica del gen gtf en BAL 
 
En un trabajo anterior a este, Fernández y cols. (70), obtuvieron mediante tratamiento con 
bromuro de etidio y novobiocina, la estirpe isógenica P. parvulus 2.6NR, no productora del β-
D-glucano. Esta carencia en la capacidad de producir EPS fue acompañana de la pérdida de un 
plásmido de aproximadamente 35 kb (70). 
En este trabajo la comparación del DNA plasmídico de las dos estirpes, obtenido mediante 
gradientes de cloruro de cesio (apartado 3.1.3.2 de Métodos generales), mostró que P. parvulus 
2.6R posee tres plásmidos, que denominamos pPP1, pPP2 y pPP3 y confirmó que en la cepa 
2.6NR, no está presente pPP2 (Fig. 3R, A). 
Los antecedentes, antes descritos sugerían que el gen gtf estaba localizado en el plásmido 
pPP2 de P. parvulus 2.6R. Además los resultados obtenidos en el apartado anterior, indicaban 
que GTF es realmente una glicosiltransferasa y que otras estirpes de BAL que sintetizan el β-D-
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glucano podrían portar el gen gtf. Para probar esta hipótesis y determinar la localización del gen 
en distintos huéspedes, se realizó una hibridación de Southern (Fig. 3R), utilizando el DNA total 
de las bacterias Lb. diolivorans G77 y Oenococcus oeni I4, las cuales sintetizan el mismo EPS 
que P. parvulus 2.6R (61, 103). Como sonda marcada se utilizó un fragmento interno del gen 
gtf. En el caso de Lactobacillus y Oenococcus, las señales de hibridación (Fig. 3R, B) fueron 
observadas respectivamente en las posiciones de un plásmido denominado pLD1 (aprox. 5,5 kb) 
y del DNA cromosómico o de un DNA plasmídico de alto peso molecular (Fig. 3R, A). Por otra 
parte, como era de esperar la sonda hibridó con el plásmido pPP2 de P. parvulus 2.6R, mientras 
que no se observó hibridación con el DNA plasmídico de P. parvulus 2.6NR (Fig. 3R, B). 
          A                                                                            B 
 
Figura 3R. Determinación de la localización genómica de gtf por hibridación de Southern. (A) Gel de 
agarosa teñido con bromuro de etidio. (B) Autoradiografía de la membrana hibridada. Calles: 1, marcador 
de peso molecular; 2, DNA plasmídico de P. parvulus 2.6R; 3, DNA plasmídico de P. parvulus 2.6 NR; 
4, DNA total de P. parvulus 2.6R; 5, DNA total de P. parvulus 2.6NR; 6, DNA total de Lb. diolivorans 
G77; 7, DNA total de O. oeni I4. Se indican la posición del DNA cromosómico (Ch) y la de los 
plásmidos circulares covalentemente cerrados pPP1, pPP2, pPP3 de P. parvulus 2.6R y pLD1 de Lb. 
diolivorans G77. 
 
En el plásmido pPP2 el gen gtf está precedido por el gen traA, mientras que en el plásmido 
pF8801 de P. parvulus IOEB8801 el gen mob precede al gen dps (Fig. 4R).  
 
Figura 4R. Representación de los genes glucan sintasa (gtf y dps) y de las regiones corriente arriba de 
éstos en los plásmidos pPP2 y pF8801 de P. parvulus 2.6R (inferido de la secuencia de DNA) y P. 
parvulus IOEB8801 (inferido de (279)) respectivamente. Además se indica la localización de los 
oligonucleótidos usados en el experimento descrito en la figura 5R. 
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Tanto TraA como Mob, por homología con proteínas caracterizadas, parecen estar 
implicadas en procesos de transferencia plasmídica. Sin embargo, traA y mob no poseen 
identidad a nivel de nucleótidos.  
En consecuencia, para confirmar la localización diferencial del gen gtf en las estirpes antes 
analizadas, se realizaron amplificaciones por PCR de las regiones localizadas delante del gen gtf 
(Fig. 5R, paneles B y C). Como control, se llevó a cabo la amplificación de una región interna 
del gen (Fig. 4R). Como se esperaba, fue detectada la amplificación del fragmento de gtf, a 
partir del DNA genómico total de las tres estirpes (Fig. 5R, A). Sin embargo, cuando se realizó 
la PCR con los oligonucleótidos TRA1 y GTF1, localizados respectivamente en los genes traA 
y gtf de P. parvulus 2.6 (Fig. 4R), solamente se detectó el amplicón al utilizar el DNA de 
Pediococcus (Fig. 5R, C). Además, cuando se utilizaron los cebadores MOB1 (localizado en el 
gen mob del plásmido de P. damnosus IOEB18801 (84)) y GTF1 (Fig. 4R) sólo se obtuvo 
amplificación con el DNA molde de Lactobacillus (Fig. 5R, B). 
 
 
Figura 5R. Detección por PCR del gen gtf y de las regiones que le preceden en le genoma de BALs. 
Análisis en gel de agarosa de las reacciones de PCR realizadas con las preparaciones de DNA total de las 
BALs indicadas y con los oligonucleótidos: GTFF y GTFR (A), MOB1 y GTF1 (B) o TRA1 y GTF1 (C). 
S, estándar de peso molecular. Se indica la longitud de los fragmentos amplificados en kb.  
 
Estos resultados demostraron una diferente localización genómica de gtf en las tres estirpes 
de BAL analizadas. Una vez amplificados, los genes gtf de Lb. diolivorans G77 (número de 
acceso AY999684) y Oenococcus oeni I4 (número de acceso AY999685) fueron secuenciados y 
se comprobó que poseen, respectivamente, un 100% y un 98 % de identidad con el gen 
homólogo de P. parvulus 2.6R.  
En el caso de O. oeni el gen gtf contiene 20 nucleótidos distintos, diferencia que resulta en 
cuatro mutaciones silenciosas y dieciséis cambios de aminoácidos en la proteína codificada 
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(Anexo I B). Dichos cambios aparecen señalados en las estructuras secundarias de las GTF de 
las BAL, predichas con el programa SOUSI (170) y mostradas en la figura 6R. Así, 12 de las 
mutaciones están localizadas en la segunda (L73F), tercera (S381A, V382A, S3851 y T395S) y 
cuarta (T428S, V429I y H431N) hélices transmembranales de la GTF de P. parvulus y en el 
primer (I45M), segundo (V401A) y tercer (D440Y y T433K) segmentos interconectores de las 
hélices transmembranas, y las otras 4 mutaciones están localizadas en las regiones próximas a 
los extremos amino (A91V) y carboxilo (F351L, K355R, A359S) del dominio GTF (Fig. 6R).  
 
 
A
B
 
Figura 6R. Representación esquemática de la estructura secundaria de las glicosiltransferasas GTF de P. 
parvulus 2.6R y Lb. diolivorans G77 (A) y O. oeni I4 (B). Con flechas se indican los aminoácidos no 
conservados. 
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4.2. PRODUCCIÓN HETERÓLOGA DEL (1,3)(1,2)-β-D-GLUCANO EN L. lactis 
NZ9000 
 
Nuestros resultados indicaban que la expresión de GTF confiere a S. pneumoniae y a L. 
lactis la capacidad de sintetizar y secretar el EPS (Fig. 2R). Además, tanto las predicciones de la 
topología de GTF (Fig. 1R y 6R) como la actividad glicosiltransferasa detectada en vesículas 
membranosas de S. pneumoniae indicaban que ésta es una proteína unida a membrana. 
Por ello y con el fin de producir el EPS en L. lactis para su posterior caracterización, se 
llevó a cabo la sobreexpresión del gen gtf de P. parvulus 2.6R en la estirpe L. lactis NZ9000 
mediante el sistema NICE (ver apartado 1.4.1.y Fig. 9I de Introducción). Este sistema de 
expresión, basado en las propiedades autorregulatorias del operón de la nisina de L. lactis, ha 
sido previamente utilizado para la expresión de proteínas de membrana (129), incluyendo los 
productos de algunos genes eps de las BAL (262). 
 
4.2.1 Expresión del gen gtf en L. lactis NZ9000 
 
Para expresar el gen gtf de P. parvulus 2.6R en L. lactis NZ9000, se construyó el plásmido 
pNGTF, basado en el vector pNZ8048, que contiene la fusión transcripcional PnisA-his10-gtf 
como se describe en el apartado 3.2.5 de Métodos específicos. Este plásmido permite la 
sobreexpresión de la proteína GTF, conteniendo una cola de 10 histidinas en su extremo N-
terminal, a partir del promotor PnisA en la estirpe NZ9000, cuando se adiciona nisina al medio 
de cultivo. 
Para determinar la localización subcelular de His10-GTF en la estirpe recombinante L. 
lactis NZ9000[pNGTF], se llevó a cabo una hibridación de Western (Fig. 7R) empleando 
extractos de proteínas citosólicas y preparaciones de vesículas membranosas de la estirpe 
recombinante y de la estirpe control NZ9000[pNZ8048]. La detección se realizó con un 
anticuerpo policlonal IgG Anti His-Tag. La señal de hibridación que se obtuvo corresponde a 
una proteína de 50 kDa (masa molecular teórica de His10-GTF: 66,613 kDa), presente sólo en la 
fracción de vesículas membranosas de la estirpe NZ9000[pNGTF] (Fig. 7R, B). 
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Figura 7R. Determinación de la localización subcelular de His10-GTF en la estirpe recombinante L. lactis 
NZ9000[pNGTF] mediante hibridación de Western. (A) Detección de las fracciones proteicas en gel 
SDS-PAGE teñido con Azul de Coomassie. (B) Autorradiografía de la membrana después de realizada la 
transferencia y la hibridación con el anticuerpo Histag. Calles: 1, marcador de peso molecular; M y C 
fracciones de membrana y citosólicas de las estirpes portadoras de los plásmidos pNGTF o pN8048 de 
izquierda a derecha. 
 
Para analizar si la proteína His10-GTF tenía actividad glicosiltransferasa, se prepararon 
vesículas membranosas de tres cultivos independientes de la estirpe recombinante y de la estirpe 
control como se detalla en el apartado 3.1.11 de Métodos generales. 
La actividad glicosiltransferasa presente en las fracciones membranosas fue determinada 
usando como sustrato UDP-14C-glucosa como se ha descrito para S. pneumoniae en el 3.2.4 de 
Métodos específicos. El nivel de actividad detectado en las vesículas membranosas de la estirpe 
sobreproductora de la proteína GTF (38 ± 6 unidades/ mg de proteína total) fue 52 veces 
superior al detectado en las preparaciones de la estirpe control (0,7 ± 0,2 unidades/ mg de 
proteína total). 
 
4.2.2 Detección y análisis de la producción de EPS en L. lactis NZ9000[pNGTF] 
 
Para detectar la producción de EPS por los cultivos de L. lactis NZ9000[pNGTF] inducidos 
con nisina, se realizaron ensayos de inmunoaglutinación y posterior visualización por 
microscopía de contraste de fase, así como por observación directa de las células sin aglutinar 
por microscopía electrónica de transmisión como se específica en el apartado 3.2.7 de Métodos 
específicos. 
Las reacciones de aglutinación, realizadas 1 hora después de la inducción con nisina 
revelaron que los anticuerpos contra el serotipo 37 de S. pneumoniae inmunoprecipitaban con 
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las células de la estirpe NZ9000[pNGTF] (Fig. 8R, A), mientras que como era esperado el 
anticuerpo no interaccionaba con las células de la estirpe NZ9000[pNZ8048] (Fig. 8R, B). 
 
  
EPS 
Figura 8R. Detección de la producción de EPS en L. lactis. Los cultivos de las estirpes NZ9000[pNGTF] 
(A y C) y NZ9000[pNZ8048] (B y D) fueron analizadas después de la inducción con nisina, por 
microscopía: electrónica de transmisión (C y D) o de contraste de fase (A y B) después de la reacción de 
aglutinación. 
 
Asimismo, transcurridas 24 horas de inducción con nisina se observó la presencia de EPS 
en los cultivos de la estirpe NZ9000[pNGTF] (Fig. 8R, C) y no se detectó en las preparaciones 
de la estirpe control NZ9000[pNZ8048] (Fig. 8R, D). Además, después de 24 hs de inducción, 
las células portadoras del plásmido pNGTF conservaban una morfología normal (Fig. 8R, B 
versus Fig. 8R, D) y la mayoría del EPS producido por ellas no aparecía asociado a la superficie 
celular (Fig. 8R, C). 
Estos resultados indicaban que la expresión de GTF en L. lactis confiere a la bacteria la 
capacidad de sintetizar y secretar EPS. 
También se analizaron los niveles de EPS producidos por los cultivos de la estirpe L. lactis 
recombinante y la estirpe control siguiendo el procedimiento detallado en el apartado 3.2.7 de 
Métodos específicos. Ambos cultivos, transcurrida 1 hora de inducción con nisina, alcanzaron 
una DO660 de 2,2 ± 0,04, que permaneció casi invariable transcurridas 120 horas de incubación 
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(DO660=2,1 ± 0,08), indicando estos resultados, que la producción de EPS por NZ9000[pNGTF] 
no tiene ningún efecto deletéreo para la bacteria. 
La concentración de EPS en los sobrenadantes de los cultivos de dichas estirpes fue 
determinada a distintos tiempos de inducción (Fig. 9R), utilizando el método del fenol sulfúrico 
como se detalla en 3.1.16 de Métodos generales. La producción y secreción del polisacárido por 
L. lactis NZ9000[pNGTF] aumentó durante las primeras 48 horas de exposición a nisina. Los 
niveles alcanzados de EPS fueron aproximadamente 300 mg/l y permanecieron constantes 
después de 120 horas de inducción, indicando que el EPS no es degradado por glicosidasas de 
L. lactis o que existe un equilibrio entre su síntesis y degradación. Mientras que, como era de 
esperar, solo se detectaron niveles basales de EPS en los sobrenadantes de la estirpe control 
(Fig. 9R). 
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Figura 9R. Análisis de la producción de EPS en las estirpes L. lactis NZ9000 portadora del plásmido 
pNGTF (  ) pNZ8048 (  ). Los valores representados son la media de tres cultivos independientes para 
cada estirpe en cada una de las condiciones. 
 
 
4.2.3 Análisis y caracterización estructural del EPS producido por L. lactis 
NZ9000[pNGTF] 
 
Con el fin de establecer si los polisacáridos sintetizados por L. lactis NZ9000[pNGTF] y P. 
parvulus 2.6R eran idénticos, se determinó su masa molecular y se realizó una caracterización 
estructural del mismo. 
El EPS proveniente del sobrenadante de un cultivo de L. lactis, tras 48 horas de incubación 
en presencia de nisina, fue aislado por precipitación con etanol, purificado por cromatografía y 
caracterizado química y físicamente como se detalla en el apartado 3.2.8 de Métodos 
específicos. 
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El rendimiento conseguido tras el aislamiento fue del 80%. La correlación entre su peso y 
la determinación del contenido total de azúcar (glucosa), reveló una pureza >90%. Además, el 
espectro de absorbancia entre 190 y 300 nm, mostró la ausencia de proteínas en dicha fracción 
de EPS (Fig. 10R). 
Absorción
0
0,2
0,4
0,6
0,8
190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Longitud de onda nm
EPS
Ab
so
rc
ió
n
 
Figura 10R. Análisis espectrofométrico del EPS aislado en solución acuosa a partir de L. lactis 
NZ9000[pNGTF] a una concentración de 2 mg/ml. 
 
4.2.3.1. Caracterización estructural 
 
El EPS previamente aislado, fue purificado por cromatografía preparativa de exclusión 
molecular. La fracción de EPS recogida de la columna, correspondía a un peso molecular 
promedio >1.000 kDa que, a continuación fue sometida al análisis estructural. 
La identificación de los monosacáridos del EPS, se llevó a cabo mediante 
despolimerización total del mismo por hidrólisis ácida. Tras la transformación de los 
monosacáridos en derivados volátiles, los acetatos de alditol se analizaron por cromatografia 
líquido-gas. En el cromatograma obtenido se puede observar que el EPS estaba compuesto 
únicamente por glucosa (Fig. 11R). 
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Figura 11R. Cromatografia líquido-gas (CGL) de los acetatos de alditol, procedentes del EPS purificado 
de L. lactis NZ9000[pNGTF]. 
 
La determinación de la configuración anomérica de los monosacáridos fue analizada 
mediante espectroscopía de IR. El espectro obtenido para el EPS (Fig. 12R) fue el esperado para 
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un β-glucano, mostrando una banda de absorción de alrededor de 890 cm-1 la cual es 
característica de los enlaces β-glicosídicos. Además, el espectro carece de las bandas a 850 y 
930 cm-1 (normalmente atribuidas a los α-glucanos), a 1.560 y 1.650 cm-1 (debidas a los enlaces 
CO-NH presentes en proteínas y aminoazúcares) y a las comprendidas entre 1.730 y 1.750 
(correspondientes a grupos carboxilos de ácidos urónicos o ácidos orgánicos esterificados). 
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Figura 12R. Espectro de IR obtenido para el EPS purificado de L. lactis NZ9000[pNGTF]. 
 
Para determinar el tipo de enlaces entre las unidades de glucosa, se llevó a cabo un análisis 
de metilación del EPS purificado. Los acetatos de alditol parcialmente metilados fueron 
analizados mediante cromatografía de líquido-gas seguida de espectrometría de masas (CGL-
EM). Este análisis reveló la presencia de tres picos, que correspondían a 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-
tetra-O-metilglucitol derivado de una glucosa terminal, 1,3,5-tri-O-acetil-2,4,6-tri-O-
metilglucitol derivado de una glucosa sustituida en posición 3 y 1,2,3,5-tetra-O-acetil-4,6-di-O-
metilglucitol derivado de la glucosa sustituida en las posiciones 2 y 3, en proporción 
aproximada 1:1:1 (ver Tabla 1R). 
 
33 87, 101, 129, 161, 202, 262 →2,3)-Glcp-(1→ 12,80 
34 101, 118, 129, 161, 173, 233 →3)-Glcp-(1→ 10,78 
33 87, 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205 Glcp-(1→ 8,59 
Abundancia 
relativa (%) 
Fragmentos característicos (m/z)b Tipo de enlace TRa (min) 
a Tiempo de retención 
b Relación masa/carga 
 
Tabla 1R. Porcentajes de los tipos de enlaces deducidos del análisis de metilación del EPS purificado de 
L. lactis NZ9000 [pNGTF]. 
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Estos resultados mostraron que el EPS sintetizado por L. lactis, es un β-D-glucano cuya 
unidad repetitiva consiste en un trisacárido compuesto por dos glucosas con enlaces 1,3 como 
cadena principal, una de las cuales se encuentra sustituida en la posición 2 por una glucosa 
terminal como cadena lateral. 
Asimismo, el espectro de 1H-RMN del polisacárido (Fig. 13R) presentó un conjunto de 
señales en la región entre 3,2 y 4,1 ppm y dos señales en la región anomérica idénticas a las 
mostradas en el espectro de 1H-RMN del (1,3)(1,2)-β-D-glucano producido por P. parvulus 
2.6R (61). 
 
Figura 13R. Espectro de 1H-RMN obtenido para el EPS producido por L. lactis NZ9000[pNGTF]. 
 
En base a los datos químicos y espectroscópicos obtenidos, la estructura del polisacárido 
secretado por L. lactis es idéntica a la del producido por P. parvulus 2.6R, cuya unidad 
repetitiva se muestra en la figura 3I en el capítulo de Introducción. 
 
4.2.3.2 Determinación de la masa molecular 
 
La masa molecular del β-D-glucano de L. lactis se calculó mediante cromatografía de 
exclusión molecular. La figura 14R muestra la curva de calibrado utilizando diferentes 
dextranos estándar comerciales, como patrones para la determinación cromatográfica del peso 
molecular. 
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Tiempo de retención (min)
 
Figura 14R. Curva de calibrado construida con dextranos estándar comerciales con rangos de 104 a 
5,3 x 106 Da. 
 
El cromatograma obtenido para el EPS de L. lactis, mostró la presencia de dos fracciones 
(Fig. 15R). La fracción mayoritaria correspondía a un polisacárido de elevada masa molecular 
que, por extrapolación de la curva de calibrado, era del orden de 6,5 x 106 Da. Este valor (Mw), 
se obtuvo al promediar las macromoléculas que constituyen el polisacárido según sus fracciones 
de peso, mientras que la fracción minoritaria presentó una masa molecular de 1,8 x 104. 
Tiempo de retención (min)
Peso molecular promedio (Da)
Mna Mwb IPDc
Tiempo de retención (min)
3503550
172215
25,75
39,25
6591665 1,88
18432 1,07
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Figura 15R. Cromatograma de exclusión molecular y pesos moleculares promedio del EPS sintetizado 
por L. lactis NZ9000[pNGTF]. a Mn, peso molecular medio en número; b Mw, peso molecular medio en 
peso; c IPD, índice de polidispersidad o medida de homogeneidad de la distribución, se calcula como el 
cociente entre Mw/Mn. 
 
Para comparar este perfil de pesos moleculares con el del EPS de P. parvulus 2.6R, se 
realizó también un análisis de cromatografía de exclusión molecular para dicho polisacárido. El 
(1,3)(1,2)-β-D-glucano de Pediococcus fue cedido amablemente por la Dra. María Teresa 
Dueñas de la Universidad del País Vasco (UPV) y posteriormente purificado. 
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El cromatograma obtenido para el EPS de Pediococcus (Fig. 16R) reveló al igual que en el caso 
de L. lactis, la presencia de dos fracciones. Una de ellas correspondía a un peso molecular de 
aproximadamente 9,6 x 106 Da y la otra de menor tamaño y proporción que la anterior, presentó 
una masa molecular de 3,4 x 104 Da. 
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Figura 16R. Cromatograma de exclusión molecular y pesos moleculares promedio del EPS sintetizado 
por P. parvulus 2.6R. a Mn, peso molecular medio en número; b Mw, peso molecular medio en peso;c IPD, 
índice de polidispersidad o medida de homogeneidad de la distribución, se calcula como el cociente entre 
Mw/Mn.  
 
Estos resultados muestran que las fracciones obtenidas de β-D-glucano de ambas estirpes, 
presentan un rango de valores de peso molecular muy similar. 
 
4.3 LA DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE (1,3)(1,2)-β-D-GLUCANOS POR 
ELISA DE INHIBICIÓN  
 
Se han descrito distintos métodos inmunológicos tipo ELISA (“Enzyme Linked Immuno 
Sorbent Asssay”) para la detección de polisacáridos, con diferentes fines (164, 169)  
Nuestros resultados habían demostrado que los anticuerpos contra el β-glucano capsular de 
S. pneumoniae serotipo 37 inmunoprecipitaban con las células de la estirpe recombinante L. 
lactis NZ9000[pNGTF] (Fig. 8R, A). Además, la posterior caracterización del EPS producido 
por dicha estirpe reveló una estructura idéntica y una masa molecular similar al producido por 
P. parvulus 2.6R (apartado 4.2.3.1 y Figs. 15R y 16R). 
Con estos antecedentes y con el propósito de detectar y cuantificar los (1,3)(1,2)-β-D-glucanos 
producidos por BAL en sobrenadantes de cultivo, pusimos a punto un método ELISA de 
inhibición. Dicho método está basado en la unión específica del β-glucano al anticuerpo contra 
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el serotipo 37 de S. pneumoniae y ha sido adaptado de uno descrito por Vink y cols. para la 
detección de (1,6)-β-glucanos (275). 
 
 4.3.1 Curvas de calibrado 
 
El método ELISA de inhibición, así como las concentraciones del β-glucano y el título del 
anticuerpo primario que se emplean en dicho ensayo se encuentran detallados en el aparatado 
3.1.17 de Métodos generales. Este consiste en la inmovilización del β-glucano en los pocillos de 
una placa de microtítulo a la que a continuación se añade una mezcla del anticuerpo primario 
(anti-serotipo 37) y el β-glucano en solución (muestra o estándares). Tras lavar la placa y añadir 
el anticuerpo secundario (conjugado policlonal anti-IgG de conejo-fosfatasa alcalina), el número 
de moléculas unidas de este anticuerpo (determinado por medida de absorbancia) es 
inversamente proporcional a la concentración del EPS presente en las muestras o estándares (ver 
Fig. 2M). 
Para determinar el título del anticuerpo primario, que debía utilizarse en los ensayos, se 
realizó un ELISA, empleando diluciones seriadas del anticuerpo y diferentes cantidades de β-
glucano inmovilizado. Dicho título se definió arbitrariamente como la dilución del anticuerpo a 
la cual la absorbancia era la mitad de la máxima, para una determinada cantidad de EPS 
inmovilizado (resultados no mostrados). 
Para realizar las curvas de calibrado se emplearon los polisacáridos purificados de las 
estirpes L. lactis NZ9000[pNGTF] y P. parvulus 2.6R, tanto en solución como inmovilizados, 
con el fin de comprobar si era idéntica la competición de ambos EPS por el anticuerpo primario. 
En la figura 17R puede observarse que en ambos casos existe una respuesta cuantitativa lineal 
en los niveles de absorbancia en el rango de las concentraciones ensayadas (entre 20 y 2500 
ng/ml de EPS). Además, para ambos EPS en solución se detectó una recta de regresión con la 
misma pendiente, indistintamente del origen del EPS inmovilizado (Fig 17R, A y B). 
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Figura 17R. Curvas de calibrado para la detección de los β-glucanos de L. lactis NZ9000[pNGTF] y P. 
parvulus 2.6R en solución, utilizando como EPS inmovilizado en la placa de microtítulo, el β-glucano de 
L. lactis (A) o el de P. parvulus (B). 
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Este resultado muestra que, como se esperaba dada su idéntica composición, estructura y 
peso molecular muy similar, ambos EPS interaccionan de manera similar con el anticuerpo 
primario. 
 
4.3.2 Especificidad del método 
 
A la vista, de los resultados anteriores, y dado que la purificación del (1,3)(1,2)-β-D-
glucano producido por L. lactis NZ9000[pNGTF] se realiza de forma rutinaria en nuestro 
laboratorio, en los ELISA de inhibición realizados en este apartado y en los siguientes, se utilizó 
este β-glucano como EPS inmovilizado. 
Para determinar la especificidad de este método se evaluó la capacidad de inhibición de la 
unión del (1,3)(1,2)-β-D-glucano al anticuerpo primario, de los siguientes polisacáridos: la 
laminarina, que es un (1,3)(1,6)-β-D-glucano ramificado de Laminaria digitata (Sigma); el 
curdlano, que es un (1,3)-β-D-glucano lineal de Alcaligenes faecalis (Sigma) y el xantano, que 
es un heteropolisacárido aniónico ramificado producido por Xanthomonas campestres (Sigma). 
La molécula de xantano consta de una cadena principal de (1,4)-β-D-glucopiranosilo con 
cadenas laterales de trisacárido compuestas por residuos de (1,3)-α-D-manopiranosilo-(2,1)-β-
D-glucopiranosilurónico-(4,1)-ß-D-manopiranosilo. Un promedio de aproximadamente la mitad 
de los residuos de manosa terminales, tienen sustitutos 4,6-o-(1-carboxietilideno) mientras que 
la mayoría de los residuos de manosa internos tienen sustitutos 6-o-acetilo. 
Los ensayos que se muestran en la figura 18R, se llevaron a cabo inmovilizando en la placa 
de microtítulo el (1,3)(1,2)-β-D-glucano y como competidores de éste las diferentes soluciones 
de los polisacáridos antedichos en un rango de concentraciones entre 3,9 y 500 µg/ml. 
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Figura 18R. ELISA de inhibición para determinar la especificidad del método. En la fase inmóvil: el 
(1,3)(1,2)-β-D-glucano y en solución: (A) Laminarina, (B) Curdlano y (C) Xantano.  
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La laminarina compitió con el β-glucano inmovilizado por la unión al anticuerpo primario 
a partir de 7,8 µg/ml, mostrando una respuesta lineal hasta la concentración de 250 µg/ml (Fig. 
18R, A). En un ensayo previo, en el que la laminarina se ensayó en un rango de concentraciones 
menores (entre 20 y 2.500 ng/mL), no se observó inhibición, es decir no fue detectada por el 
anticuerpo primario (resultados no mostrados). 
El curdlano y el xantano, ensayados también en el mismo rango de concentraciones que la 
laminarina, no mostraron capacidad para inhibir la unión del (1,3)(1,2)-β-D-glucano 
inmovilizado al anticuerpo primario (Fig. 18R, B y C). 
Estos resultados muestran que el método desarrollado y estandarizado en este trabajo 
permite la detección específica de (1,3)(1,2)-β-D-glucano, con muy bajos niveles de unión del 
anticuerpo primario a (1,3)-β-D-glucano con ramificaciones 1,6 y sin interacción con (1,3)-β-D-
glucanos lineales o con heteropolisacáridos. 
 
4.3.3 Límite de detección en medios de cultivo de BAL 
 
Con el propósito de determinar si era posible detectar el β-D-glucano en los medios de 
cultivo de bacterias lácticas y cual era su límite de detección, se realizó un ELISA de inhibición 
para cada uno de ellos, como se describe a continuación (Fig. 19R). Se ensayó como EPS 
competidor el β-D-glucano producido por L. lactis NZ9000[pNGTF] purificado y disuelto en un 
rango de concentraciones desde 18 hasta 1000 ng/mL en los siguientes medios de cultivo: MRS, 
M17, MSD y MD (Fig. 19R). La composición de estos medios se detalla en el apartado 3.5 de 
Materiales, y que han sido utilizados en este trabajo para crecer P. parvulus y L. lactis.  
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Figura 19R. ELISA de inhibición para determinar el límite de detección de β-D-glucano en medios de 
cultivos de BAL. (A) M17; (B) MD; (C) MRS; (D) MSD. 
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En todos los casos la curva de inhibición presenta una pendiente similar y el límite mínimo 
de detección encontrado para los medios M17, MD y MSD fue de 30 ng/mL (Figs. 19R, A, B y 
D), mientras que en el caso del medio MRS (Fig. 19R C) dicho límite fue incluso mas bajo (18 
ng/mL). 
Los resultados obtenidos confirman que el β-D-glucano puede ser detectado en los 4 
medios de cultivos ensayados, con la ventaja respecto método del fenol sulfúrico, en que no 
requiere de la purificación previa del EPS a partir de un sobrenadante de cultivo y que es 
específico para estos polímeros. 
 
4.3.4 Detección y cuantificación del EPS producido por BAL 
 
En vista de los resultados anteriores y para confirmar que es posible cuantificar los β-D-
glucanos producidos por BAL en sobrenadantes de cultivos, se llevaron a cabo las 
determinaciones que se explican a continuación. 
Se crecieron las estirpes P. parvulus 2.6R y su estirpe isogénica no productora de EPS, P. 
parvulus 2.6 NR en los medios MSD y MRS y L. lactis NZ9000[pNGTF] y la estirpe control no 
productora de EPS L. lactis NZ9000[pNZ8048] en los medios MD y M17 suplementados con 
glucosa y Cm (ver apartados 3.5 de Materiales y 3.1.1 de Métodos generales). A continuación, 
se recogieron los sobrenadantes como se explica en el apartado 3.1.16 de Métodos generales, sin 
purificar el EPS contenido en ellos. En el caso de P. parvulus al final de la fase exponencial y 
para L. lactis durante la fase estacionaria, transcurridas 24 horas de inducción con nisina en las 
condiciones descritas en el apartado 3.2.8 de Métodos específicos. 
La concentración del β-D-glucano presente en los sobrenadantes correspondientes a cada 
uno de los cultivos, se valoró por ELISA de inhibición como se describe en el apartado 3.1.17 
de Métodos generales (Fig. 20R).  
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Figura 20R. ELISA de inhibición para detectar y cuantificar el β-D-glucano producido por BAL en 
sobrenadantes de medios de cultivos. (A) L. lactis NZ9000 portadora de [pNGTF] o de [pNZ8048] en 
MD y M17; (B) P. parvulus 2.6R y NR en MRS y MSD. En A y B también se valoraron como control, 
los propios medios de cultivos.  
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 La figura 20R, A muestra que la concentración del β-D-glucano producido por L. lactis 
NZ9000 pNGTF] en ambos medios fue similar: 1.106 mg/l en medio M17 y 885 mg/l en el 
medio MD. Además, la concentración de EPS detectada en los controles (estirpe no productora 
y medios de cultivos) fue despreciable: 0,09 y 0,1 mg/l en los medios M17 y MD 
respectivamente, así como 14 mg/l y 0,05 mg/l para L. lactis NZ9000[pNZ8048] crecida en los 
medios M17 y MD, respectivamente 
De igual manera, como puede observarse en la figura 20R, B, los valores de β-D-glucano 
detectados para P. parvulus 2.6R en los dos medios de cultivo también fueron parecidos (187 
mg/l en MRS y 163 mg/l en SMD). En este caso también la concentración de EPS en los 
sobrenadantes de la estirpe no productora fue irrelevante (0,7 mg/l en MRS y 0,3 mg/l en MSD), 
así como los valores hallados para los propios medios de cultivo: 0,47 mg/l para el MRS y 0,38 
mg/l para MSD. 
Para verificar si la cuantificación obtenida por el método inmunológico era correcta, los 
mismos sobrenadantes procedentes de los cultivos de L. lactis NZ9000[pNGTF] y P. parvulus 
2.6R en los medios MD y SMD obtenidos previamente, también se analizaron, después de ser 
purificados por precipitación con etanol por el método del fenol sulfúrico, como se describe en 
el apartado 3.1.16 de Métodos generales.  
En la figura 21R se muestra un análisis comparativo de los niveles de EPS determinados 
por los dos métodos. En los sobrenadantes de P. parvulus 2.6R el valor calculado por el método 
del fenol sulfúrico (220 mg/l) fue similar al obtenido por ELISA de inhibición (163 mg/l). 
Mientras que en los sobrenadantes de L. lactis NZ9000[pNGTF], la concentración detectada por 
el método inmunológico (885 mg/l) fue casi 7 veces mayor que la determinada por el método 
colorimétrico del fenol sulfúrico (130 mg/l). 
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Figura 21R. Comparación de la cuantificación del β-D-glucano producido por L. lactis NZ9000[pNGTF] 
y P. parvulus 2.6R en sobrenadantes de cultivos crecido en los medios MD y MSD, por el método del 
fenol sulfúrico y el método inmunológico. 
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Los resultados obtenidos revelaron que, en la condiciones hasta aquí ensayadas y a pesar 
de tratarse del mismo EPS (ver apartado 4.2.3 de este capítulo), sólo en el caso de P. parvulus 
fue posible cuantificar correctamente el β-D-glucano producido en cualquiera de los medios por 
el método inmunológico. 
 
 4.3.5 Calibración del EPS producido por L. lactis NZ9000[pNGTF] 
 
La sobrevaloración del EPS de L. lactis por el método inmunológico podría deberse a 
diferencias en la afinidad del anticuerpo primario por el β-D-glucano sin purificar o purificado. 
Para verificar ésta hipótesis e intentar subsanar el problema en la cuantificación, se realizó 
el ensayo que se detalla a continuación. El EPS contenido en un sobrenadante procedente de un 
cultivo de L. lactis NZ9000[pNTGF] en MD fue cuantificado por el método del fenol sulfúrico. 
Dicho sobrenadante fue diluido para obtener soluciones en un rango de concentraciones entre 20 
ng/ml y 1.250 ng/ml. Con esta serie de diluciones se realizó una curva estándar, además de la 
curva de calibrado que se construye a partir del EPS liofilizado, cada vez que se lleva a cabo un 
ELISA de inhibición (ver apartado 3.1.17 de Métodos generales). 
En la figura 22R, se muestran las dos curvas de calibrado obtenidas casi paralelas entre sí. 
Como se puede observar, la diferencia entre las curvas de calibrado, muestra que el anticuerpo 
primario posee una afinidad mayor por el polisacárido presente en el sobrenadante que por el 
purificado. 
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Figura 22R. Comparación de las curvas de calibrado obtenidas por ELISA de inhibición a partir del β-D-
glucano purificado o presente en un sobrenadante de cultivo, en ambos casos producido por L. lactis 
NZ9000[pNGTF]. 
 
Además, a partir de dichas curvas se calculó la concentración de EPS presente en otro 
sobrenadante de L. lactis en medio M17. El valor extrapolado de la curva “EPS sobrenadante” 
fue de 182 mg/l mientras que a partir de la curva “EPS purificado” se obtuvo una concentración 
7 veces mayor (1.280 mg/l). 
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A la vez, este mismo sobrenadante fue valorado por el método del fenol sulfúrico. El valor 
encontrado (228 mg/l) fue similar al calculado a partir de la curva estándar realizada con el 
sobrenadante y fue casi 7 veces menor que el obtenido con la curva del EPS purificado, siendo 
ésto lo esperado según los resultados mostrados anteriormente en la figura 22R. 
Los resultados confirman que el β-D-glucano producido por L. lactis presenta una mayor 
afinidad por el anticuerpo primario cuando no ha sido purificado y por ello, sólo puede ser 
cuantificado en los sobrenadantes de los medios de cultivo por el método inmunológico, 
realizando una curva estándar a partir de otro sobrenadante de concentración conocida. 
 
4.3.6 Relación entre las diferentes fracciones del EPS producido por L. lactis 
NZ9000[pNGTF] y P. parvulus 2.6R 
 
Los β-D-glucanos purificados a partir de P. parvulus y L. lactis, presentan dos fracciones 
de diferente masa molecular (ver apartado 4.2.3.2 de este capítulo). Las fracciones de menor 
masa molecular (del órden de 104 Da) son minoritarias respecto a las de mayor masa molecular 
(del órden de 106 Da), que representan un 96 % del total (ver figuras 15R y 16R de este 
capítulo). Según dicho porcentaje del área de una fracción respecto a la otra y de acuerdo a la 
relación entre sus masas moleculares, el número de moléculas presentes en las fracciones de 
menor masa molecular, fue 15 veces mayor respecto a la fracción de mayor tamaño, tanto para 
el polímero producido por L. lactis como por P. parvulus. 
En vista de lo antedicho, los resultados obtenidos en el apartado anterior, podrían deberse a 
la existencia de un mayor número de moléculas de menor tamaño en los sobrenadantes de L. 
lactis respecto a los procedentes de P. parvulus y que sólo en el caso de L. lactis se estuvieran 
perdiendo en el proceso de purificación. 
Para determinar si esto estaba ocurriendo, se aisló el EPS producido por ambas estirpes 
mediante ultrafiltración de los sobrenadantes, recogiendo la fracción mayor de 1 kDa como se 
describe en el apartado 3.2.8.1 de Métodos específicos. A continuación, estas fracciones se 
analizaron por cromatografía de exclusión molecular en las condiciones que se detallan en el 
apartado 3.2.8.2 de Métodos específicos. 
Los resultados obtenidos (Fig. 23R) muestran que tanto en el caso de L. lactis (Fig. 23R, 
A) como en el de P. parvulus (Fig. 23R, B) se obtuvieron las dos fracciones esperadas y 
también observadas en los cromatogramas obtenidos a partir del EPS purificado que se analizan 
en el apartado 4.2.3.2 de este capítulo.  
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Figura 23R. Cromatogramas de exclusión molecular, de las fracciones obtenidas por ultrafiltración del β-
D-glucano producido por L. lactis NZ9000[pNGTF] (A) y P. parvulus 2.6R (B). Con flechas se indican 
los pesos moleculares medio en peso (Mw) correspondientes a cada una de las fracciones. 
 
La proporción entre el número de moléculas presentes en las fracciones de menor talla 
molecular y las correspondientes a la fracción de mayor masa molecular fue de: 50/1 para el 
EPS de P. parvulus 2.6R y 5/1 para el de L. lactis NZ9000[pNGTF]. Mientras que como se ha 
mencionado anteriormente, dicha proporción entre las fracciones del EPS purificado de ambas 
estirpes fue de 15/1. 
Estos resultados indican que la mayor detección del β-D-glucano (no purificado) presente 
en los sobrenadantes de L. lactis por el método inmunológico respecto al fenol sulfúrico, no se 
debe a una mayor afinidad del anticuerpo primario por las moléculas de menor masa molecular. 
Sin embargo, nuestros resultados no descartan la existencia de moléculas de EPS de baja masa 
molecular en los sobrenadantes de NZ9000[pNGTF], que se han eliminado por el proceso de 
ultrafiltración y que son capaces de interaccionar con el anticuerpo primario 
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 4.4. CARACTERIZACIÓN ENZIMÁTICA DE LA PROTEÍNA His10-GTF. 
 
Los resultados presentados en los apartados 4.2 y 4.3 de este capítulo mostraban que: (i) la 
sobrexpresión de la proteína His10-GTF en la estirpe L. lactis NZ9000[pNGTF] conllevaba la 
producción del (1,3)(1,2)-β-D-glucano (ver Fig. 8R); (ii) este polímero podía ser detectado y 
cuantificado específicamente, mediante el método inmunológico (ELISA de inhibición) 
desarrollado en este trabajo; (iii) la His10-GTF está localizada en la membrana citoplásmica. 
Además, los resultados indicaban que esta proteína posee actividad glicosiltransferasa. 
Teniendo en cuenta estos resultados se realizó una caracterización enzimática de la 
proteína recombinante His10-GTF empleando vesículas membranosas de la estirpe 
NZ9000[pNGTF], utilizando como sustrato UDP-glucosa. Dado que este sustrato no lleva 
marca isotópica, los ensayos de actividad llevados a cabo para dicha caracterización, 
conllevaron la detección y cuantificación específica del producto de reacción mediante el 
método inmunológico ELISA de inhibición. Tanto el protocolo de preparación de vesículas 
membranosas como el de los ensayos de actividad glicosiltransferasa están descritos en 
Métodos generales, en los apartados 3.1.11 y 3.1.13, respectivamente. 
Finalmente, para comprobar si el EPS producido in vitro por la enzima recombinante GTF 
era el mismo que el sintetizado por dicha enzima in vivo, se realizó una caracterización físico-
química del producto de la reacción enzimática. 
 
4.4.1 Determinación de los parámetros cinéticos 
 
La afinidad de la glicosiltransferasa por el sustrato UDP-Glucosa, se estudió mediante 
ensayos con 3 diferentes concentraciones de vesículas membranosas: 12,5 µg/ml; 25 µg/ml y 50 
µg/ml en tampón Tris-HCl 70 mM pH 7,0. Cada una de estas concentraciones del extracto 
protéico se ensayó en un rango de concentraciones crecientes del sustrato (de 0,04 mM a 25 
mM). Los ensayos se llevaron a cabo a 30ºC durante 15 min. 
Los resultados obtenidos fueron expresados enfrentando las inversas de la velocidad de la 
reacción y de la concentración de sustrato (Fig. 24R, A). Se obtuvieron 3 rectas convergentes, 
mostrando este resultado, que la reacción enzimática esta de acuerdo con una cinética de 
Michaelis Menten. Así, se pudo establecer que el valor aparente de la constante de Michaelis-
Menten (Km) para la UDP glucosa era 0,125 mM. Este valor se calculó como la inversa del 
punto común de intersección con el eje de las abscisas de las distintas rectas obtenidas con cada 
una de las concentraciones de vesículas membranosas (Fig. 24R, A). 
Además cunado los resultados se representaron como la inversa de la velocidad por mg 
totales de vesículas membranosas frente a la inversa de la concentración de sustrato, se obtuvo 
una única recta (Fig. 24R, B). 
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Figura 24R. Representación de doble recíproca de Lineweaver-Burk para diferentes concentraciones 
protéicas. Ser representa la inversa de las velocidades (A) o la inversa de las velocidades por mg de 
proteínas (B) frente a la inversa de las concentraciones de UDP-glucosa. [P] concentración de proteínas 
de vesículas membranosas utilizadas en el ensayo. 
Resultados
90
 
Mientras que la velocidad máxima (Vmax), fue de 0,018 µg de EPS producido por mg de 
proteína total y por min, el cual se infirió como el valor inverso del eje de las ordenadas en el 
punto de intercesión de la recta representada en la figura 24R, B. Como se ha descrito 
anteriormente, la enzima está unida a vesículas membranosas, hecho que nos ha impedido 
conocer la concentración real de dicha enzima y por tanto, no ha sido posible calcular otros 
parámetros cinéticos como la Kcat. 
La cinética de la reacción se analizó determinando la concentración de producto sintetizado 
en función del tiempo. El ensayo se realizó con 25 µg/ml de vesículas membranosas, a una 
concentración saturante de sustrato (2,5 mM UDP-Glc) en tampón Tris-HCl 70 mM pH 7,0 y a 
30 ºC. El producto formado (EPS) se valoró a distintos tiempos de reacción (de 0 a 1.440 min.). 
Los resultados obtenidos (Fig. 25R) muestran una dependencia lineal en la formación del 
producto respecto al tiempo, hasta las 4 hs de reacción. Detectándose un aumento de producto 
hasta las 10 horas.  
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Figura 25R. Cinética de reacción. Dependencia de la actividad enzimática de GTF respecto al tiempo de 
incubación a 30ºC. 
 
4.4.2 Efecto del pH y la temperatura 
 
El efecto del pH en la actividad enzimática se determinó en los tampones: Citrato 70 mM 
(pH 4,0 y 5,0); Fosfato sódico 70 mM (pH 6,0, 6,5 y 7,0), Tris-HCl 70 mM (pH 7,5, 8,0 y 8,5) y 
Glicina NaOH (pH 9,0 y 10), incubando las muestras a los diferentes pHs, durante 15 min a 
30ºC. 
El efecto de la temperatura se determinó en un rango desde 0ºC hasta 60ºC y los ensayos se 
realizaron en tampón Fosfato sódico 70 mM pH 7,0 incubando las muestras durante 15min. 
En las figuras 26R, A y B se muestran los resultados expresados como actividad específica 
en función del pH y de la temperatura respectivamente. 
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Figura 26R. Efecto del pH y de la temperatura en la actividad específica de la enzima His10-GTF.  
 
La enzima His10-GTF mostró su óptimo de actividad muy próximo a la neutralidad (entre 
6,5 y 7), encontrándose un 70 y 60% de actividad a pH: 6 y 7,5 respectivamente. Mientras que 
la actividad decayó a 14 % en pH: 5 y a 19 % a pH: 8,5 (Fig. 26R, A). 
En relación con la temperatura, la enzima mostró una dependencia menos estricta, 
presentando la máxima actividad alrededor de 37ºC y conservando un 65% de actividad a 30ºC 
y aproximadamente el 50% a 25ºC y 50ºC (Fig. 26R, B). 
 
4.4.3 Efecto de agentes quelantes  
 
La enzima Tts de S. pneumoniae serotipo 37 comparte un 33% de identidad con la GTF de 
P. parvulus 2.6R y su actividad glicosiltransferasa se incrementa en presencia de 10 mM de 
MgCl2 o MnCl2, mientras que los iones Ca2+ tan sólo producen un leve incremento de actividad a 
concentraciones de 1mM (151). 
Cabe destacar también que estas dos enzimas forman parte de la familia GT2 de 
glicosiltransferasas (http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html) y que al igual que otras familias, 
poseen un plegamiento común (GT-A) y son enzimas metalodependientes (133). 
Resultados
92
A la vista de estos antecedentes, las mezclas de reacción en las que se llevó a cabo la 
caracterización de la enzima His10-GTF contenían 9 mM MgCl2 y 1 mM CaCl2. Por ello, y para 
estudiar el efecto de los agentes quelantes en la actividad enzimática, se adicionaron a las 
mezclas de reacción 10 mM ó 50 mM EDTA y 1 mM ó 5 mM de EGTA. Estos compuestos se 
añadieron a las reacciones antes que el sustrato y a continuación las muestras se incubaron a 
30ºC durante 15 min. 
Los resultados obtenidos se expresaron en unidades (µg EPS/mg de proteína total/min) y 
en porcentaje de actividad. También se muestra en la tabla 2R la desviación estándar obtenida a 
partir de la media de tres experimentos independientes. 
SD
4,08
2,69
3,83
4,04
8,07
% Act
100
44,28
35,33
96,51
170,60
µgEPS/mg/min
2,49
1,13
0,90
2,46
4,34
Agente quelante
EDTA 10 mM
EDTA 50mM
EGTA 1mM
EGTA 5mM
 
Tabla 2R. Efecto de agentes quelantes en la actividad glicosiltransferasa. El 100% corresponde a una 
mezcla de reacción a la que no se le añadió ningún agente quelante.  
 
Como puede observarse en la tabla 2R, con la adición de 10 mM EDTA sólo se consiguió 
reducir la actividad algo menos del 50% y asimismo con 50 mM EDTA la actividad se vio 
reducida al 35%. Por otra parte, el EGTA a una concentración de 1mM prácticamente no 
modificó la actividad enzimática, mientras que con la adición de cinco veces mas de EGTA, 
sorprendentemente la actividad aumentó casi el doble respecto al control (sin adición de agentes 
quelantes). 
Estos resultados indican que la presencia de iones Mg2+ estimulan la actividad 
glicosiltransferasa, mientras que los iones Ca2+ no parecen tener el mismo efecto. Por otra parte, 
el aumento de actividad glicosiltransferasa con EGTA 5mM podría deberse a que, al secuestrar 
el Ca2+ presente en las membranas plasmáticas, las vesículas podrían desorganizarse 
favoreciendo el contacto del sustrato con el dominio catalítico de la enzima GTF. 
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4.4.4 Inhibición por sustrato  
 
Para estudiar el efecto inhibitorio de diferentes sustratos en la actividad glicosiltransferasa, 
se realizaron los ensayos que se describen a continuación. A cada mezcla de reacción se 
adicionó una concentración final de 80 mM de cada uno de los siguientes sustratos 
competidores: uridina monofosfato (UMP), timidina monofosfato (TMP), uridina difosfato 
(UDP), uridina trifosfato (UTP), UDP-N-acetilglucosamina, UDP-Galactosa, glucosa, manosa, 
fructosa y galactosa (Sigma). A continuación, las reacciones se preincubaron a 25ºC durante 30 
min antes de añadir 2,5 mM de UDP-Glucosa. Finalmente, las muestras se incubaron a 30ºC 
durante 15 min. 
En la tabla 3R se representan los valores de actividad obtenidos para cada determinación, 
expresados tanto en unidades como en porcentaje, además de la desviación estándar calculada a 
partir de la media de tres experimentos. 
Sólo en el caso de los nucleótidos di- y tri-fosfato (UDP y UTP) se observó una marcada 
inhibición de la actividad enzimática. Mientras que con los demás nucleótidos y azúcares libres 
analizados, no se apreció una inhibición significativa de la actividad glucosiltransferasa en las 
condiciones ensayadas. En cuanto a los azúcares-nucleótidos, la UDP-Nacetilglucosamina sólo 
exhibió un ligero efecto inhibitorio mientras que la UDP-galactosa mostró un incremento en la 
actividad respecto al experimento control (100 % actividad) (Tabla 3R). En consecuencia los 
resultados obtenidos indican que el nucleótido y no el azúcar del sustrato interaccionaría con la 
enzima.  
SD
2,50
1.34
0,98
0,73
1,90
2,82
6,78
4,00
1,82
6,71
4,60
% Act.
100
71,53
134,03
36,04
88,18
45,31
80,94
87,52
81,72
83,46
90,55
µg EPS/mg/min
3,23
2,31
3,93
1,16
2,85
1,46
2,61
2,83
2,64
2,69
2,99
Competidor
UDP-Nacetilglucosamina
UDP-Galactosa
UDP
UMP
UTP
TMP
Glucosa
Manosa
Galactosa
Fructosa
 
Tabla 3R. Inhibición competitiva de la actividad glicosiltransferasa. El 100% de actividad corresponde a 
un ensayo en el que no se adicionó  ningún competidor. 
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4.4.5 Análisis del producto de las reacciones enzimáticas 
 
Los resultados mostrados en el apartado anterior sugerían que la enzima recombinante GTF 
podría estar usando como sustrato además de UDP-Glucosa, UDP-galactosa, y conducir así a la 
síntesis de un galactano o un heteropolisacárido compuesto por glucosa y galactosa. Por tanto, 
se analizó el producto de las reacciones enzimáticas llevadas a cabo tanto con UDP-Glucosa 
como con UDP-Galactosa. De esta manera, por un lado se pretendía confirmar si en una 
reacción donde el sustrato es UDP-Glucosa, el producto de la misma era el (1,3)(1,2)-β-D-
glucano esperado. Y por otro, determinar si cuando el sustrato de la reacción es UDP-galactosa, 
la enzima GTF era capaz de incorporar monómeros de galactosa al polímero en crecimiento 
(producto de la reacción).  
Para tal fin se analizó la composición de monosacáridos de los productos de 3 reacciones 
enzimáticas llevadas a cabo con: 2,5 mM de UDP-Glc, 2,5 mM de UDP-Gal y de una reacción 
control, sin añadir ningún sustrato. El procedimiento detallado de estos ensayos, se describe en 
el apartado 3.2.9 de Métodos específicos. Cabe destacar que por las características del 
procedimiento antedicho, al final del mismo es posible encontrar restos o componentes de las 
vesículas membranosas además del producto de las reacciones enzimáticas. 
La identificación de los monosacáridos presentes en dichos productos, se llevó a cabo 
mediante la generación de acetatos de alditol y posterior análisis por CGL como se describe en 
el apartado 3.2.8.4 de Métodos específicos. 
El cromatograma obtenido mostró que el producto de cada una de las tres reacciones 
contenía ramnosa, glucosa y galactosa (Fig. 27R). Se calculó la proporción entre éstos tres 
azúcares para cada experimento, y se encontró que ésta fue prácticamente igual en todos los 
casos excepto en las reacciones con UDP-glucosa, donde el monosacárido glucosa se 
encontraba en mayor proporción (Fig. 27R, C). 
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Figura 27R. CGL de los acetatos de alditol, procedentes del EPS (producto de las reacciones 
enzimáticas) sin ningún sustrato añadido (A) o con UDP-galactosa (B) o con UDP-glucosa (C). En cada 
caso se muestra la proporción entre los azúcares presentes: Ramnosa (Ram)/Glucosa (Glc)/Galactosa 
(Gal). El pico de inositol corresponde a un patrón interno. La flecha destaca la mayor proporción de 
gluocosa encontrada en el producto de la reacción(C). 
 
Los resultados obtenidos indican que: (i) las vesículas membranosas contienen glucosa, manosa 
y galactosa, los cuales podrían proceder de polisacáridos asociados a éstas, (ii) la enzima GTF 
no utiliza como sustrato UDP-galactosa o si lo hace, la incorporación de este monosacárido no 
puede ser detectada por los niveles basales presentes en las vesículas membranosas y (iii) en 
presencia de UDP-glucosa, como se esperaba, el producto de la reacción es un polímero 
compuesto por glucosa. 
A continuación para confirmar los resultados anteriores, se realizó un análisis por 
metilación para los productos de las tres reacciones antedichas, como se describe en el apartado 
3.2.8.6 de Métodos específicos. 
El análisis de los acetatos de alditol parcialmente metilados mediante CGL-EM, reveló la 
presencia de los tres picos característicos del β-glucano en cuestión, tanto en las reacciones que 
contenían como sustrato UDP-glucosa, como en las que se había utilizado como sustrato UDP-
galactosa, aunque en este caso en menor abundancia (Fig. 28R). Dichos picos correspondían al 
1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol derivado de una glucosa terminal, 1,3,5-tri-O-
acetil-2,4,6-tri-O-metilglucitol derivado de una glucosa sustituida en posición 3 y 1,2,3,5-tetra-
O-acetil-4,6-di-O-metilglucitol derivado de la glucosa sustituida en las posiciones 2 y 3, 
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deducidos a partir de la relación masa/carga (m/z) de sus fragmentos característicos (resultados 
no mostrados). 
 
Reacción sin sutrato
Reacción c/ UDP-GAL
Reacción c/ UDP-GLC
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Figura 28R. CGL de los acetatos de alditol parcialmente metilados, procedentes de los productos de las 
reacciones enzimáticas utilizando UDP-glucosa o UDP-galactosa como sustratos y una muestra sin 
ningún sustrato añadido (control). Las flechas señalan los picos correspondientes a los derivados 
metilados de la glucosa terminal, sustituida en posición 3 y sustituida en las posiciones 2 y 3, de izquierda 
a derecha respectivamente. 
 
Estos resultados mostraron que la enzima recombinante His10-GTF es capaz de sintetizar in 
vitro el (1,3)(1,2)-β-D-Glucano a partir de UDP-glucosa como sustrato y en mucho menor 
proporción también a partir del sustrato UDP-galactosa. Esto último podría deberse, como han 
sugerido algunos autores para las fracciones de membranas de S. pneumoniae de diferentes tipos 
capsulares, a una actividad UDP-glucosa-4´-epimerasa asociada a las membranas, que podría 
convertir el UDP-galactosa a UDP-glucosa (121, 151). 
 
4.5. EVALUACIÓN DE LAS PROPIEDADES PROBIÓTICAS DE P. parvulus 2.6R y 
P. parvulus 2.6NR 
 
La mayoría de los probióticos comercializados pertenecen a algunas cepas de los géneros 
Bifidobacterium, Lactobacillus y Streptococcus y muchas de ellas son a su vez productoras de 
EPS (220, 271). Asimismo, se ha sugerido que los efectos beneficiosos para la salud que poseen 
algunas BAL productoras de EPS podrían deberse a la actividad biológica de estos polímeros 
(211). 
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En lo que respecta a los β-glucanos, existen evidencias científicas que apoyan: (i) 
propiedades inmunomoduladoras de los biopolímeros sintetizados por hongos y (ii) un efecto 
anticolesterolémico de estos polisacáridos presentes en cereales (ver apartado 1.2.5.1 de 
Introducción). Además, estudios previos indican un posible efecto beneficioso para la salud 
humana del (1,3)(1,2)-β-D glucano sintetizado por BAL. Así, la evaluación de algunas 
características probióticas en un alimento fermentado basado en la avena y elaborado utilizando 
P. parvulus 2.6R, reveló una disminución de los niveles de colesterol sérico y un efecto 
estimulante de las Bifidobacteria en humanos tratados, respecto a la población control (163). 
A la vista de estos antecedentes, se realizó un estudio comparativo de las propiedades 
probióticas de P. parvulus 2.6R y su estirpe isogénica 2.6NR, no productora del β-D glucano. 
Dicho estudio comprendió un análisis de la resistencia de estas cepas al estrés gastrointestinal, 
su adhesión a células epiteliales intestinales y la capacidad inmunomoduladora inducida en 
macrófagos humanos. 
El análisis se realizó en cultivos crecidos hasta el final de la fase exponencial de 
crecimiento, situación en la que la producción de EPS resulta óptima. Para comprobar que en 
dichas condiciones los fenotipos productores o no productores de EPS de las estirpes eran 
correctos, los cultivos fueron sometidos a un ensayo de aglutinación con anticuerpos contra el 
seroptipo 37 de S. pneumoniae (Fig. 29R), como se ha descrito en el apartado 3.1.14 de 
Métodos generales.  
 
 
Figura 29R. Detección de la producción de EPS. Las cepas que se indican en la figura fueron sometidas a 
un ensayo de aglutinación y detección por microscopía de contraste de fases. Las barras de las 
micrografías de la izquierda corresponden a 100 µm y las de la derecha a 10 µm. 
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Como resultado, se observó inmunoprecipitación de las células de P. parvulus 2.6R, 
productoras de EPS (Fig 29R, A) y como era predecible el anticuerpo no reaccionó con las 
células de la estirpe P. parvulus 2.6 NR (Fig 29R, B). 
Además, con el objeto de detectar la presencia o ausencia de EPS unido a la superficie 
bacteriana, se analizaron las poblaciones de las estirpes 2.6R y 2.6NR por microscopía 
electrónica de transmisión, como se describe en 3.1.15 de Métodos generales. 
En el caso de P. parvulus 2.6R, se generaron y analizaron dos subpoblaciones denominadas 
2.6R y 2.6R*. La subpoblación 2.6R, al igual que la muestra de P. parvulus 2.6NR analizada, 
fue obtenida por sedimentación de los cultivos mediante centrifugación y resuspensión en PBS 
antes de ser tratadas para el análisis por MET; mientras que la subpoblación 2.6R* fue generada 
por tres ciclos de sedimentación y resuspensión con agitación vigorosa en PBS, con el objeto de 
eliminar el EPS unido a la superficie de las bacterias. Este estudio reveló que el EPS estaba 
unido a la superficie de P. parvulus 2.6R y que era parcialmente eliminado con el lavado. 
Además, mostró la ausencia del biopolímero en la superficie de la estirpe 2.6NR (Fig. 30R). 
 
Figura 30R. Detección de la presencia de EPS mediante MET de las subpoblaciones 2.6R y 2.6R* y la 
muestra de P. parvulus 2.6NR. Micrografías obtenidas con una magnificación de 20.000 aumentos en un 
microscopio JEOL 1230 estabilizado a 100kV. 
 
4.6.1 Estudio de la resistencia al estrés gastrointestinal 
 
La resistencia al estrés gastrointestinal es una de las propiedades que se debe evaluar para 
establecer el potencial probiótico de un microorganismo (2). En este sentido, se llevó a cabo un 
análisis comparativo de las cepas 2.6R y 2.6NR, usando para ello un modelo in vitro 
desarrollado por nuestro grupo de investigación (69), que simula las condiciones del tracto 
gastrointestinal y que hemos adaptado específicamente para el análisis de las estirpes de P. 
parvulus en este trabajo, como se describe detalladamente en el apartado 3.2.10.1 de Métodos 
específicos. En la figura 31R se representa, en forma resumida, un esquema del modelo 
utilizado. Este modelo difiere del anteriormente descrito, en la eliminación de tratamientos en 
Resultados
99
condiciones de estrés gástrico a pHs muy ácidos (pH 2,1 y 1,8), debido a nuestra observación 
previa de una elevada intolerancia a pHs extremos de las estirpes de P. parvulus (74). 
 
C
Lisozima y pepsina
Estrés gástrico Estrés gastrointestinal
pH 6.5, 120 min
G I
pH 3.0, 20 min
Sales biliares y pancreatina
pH 5.0, 20 min
G pH 5,0
pH 4.1, 20 min
pH 5.0, 20 min
G pH 4,1 G pH 3,0
Microorganismo
 
Figura 31R. Modelo de estrés gastrointestinal in vitro. Se recoge una alícuota de los microorganismos 
crecidos hasta el final de la fase exponencial sin tratar: muestra control (C). A partir de ahí y para simular 
la saliva, además de las sales inorgánicas correspondientes, se añade también lisozima y a continuación  
pepsina. Las condiciones y tiempos de vaciado de estómago se reprodujeron modificando el pH de las 
muestras  (desde 5.0 hasta 3.0). Las diferentes alícuotas se incubaron durante 20 min a 37ºC a los pHs 
indicados en la figura (muestras G). Para simular el estrés intestinal, una alícuota de la muestra G pH 5.0, 
una vez ajustado el pH a 6,5, fue tratada con sales biliares y pancreatina incubada a 37 ºC en agitación 
(muestra GI). 
 
Los microorganismos tratados como se detalla en la figura 31R (muestras G y GI) fueron 
sometidos a un análisis de viabilidad celular, para determinar la capacidad de supervivencia 
bacteriana al estrés gástrico (G) o gastrointestinal (GI). Para tal fin, se utilizó la tinción 
fluorescente LIVE/DEAD®, la cual permite calcular el porcentaje de células vivas a partir de la 
relación entre la fluorescencia verde (células vivas) y roja (células muertas). El procedimiento 
así como el fundamento de dicha tinción se explican en el apartado 3.2.10.1 de Métodos 
específicos. 
Debido a que la presencia del EPS en la estirpe 2.6R podría interferir en la tinción, antes de 
analizar las muestras G y GI, fue necesario estandarizar las condiciones de tinción óptima para 
los dos microorganismos (2.6R y 2.6NR) estudiados, como se detalla en el apartado de Métodos 
específicos anteriormente mencionado. Para ello se generaron poblaciones bacterianas mixtas de 
cada estirpe conteniendo en distintas proporciones células vivas y células no cultivables 
(generadas por tratamiento térmico). En estas poblaciones se determinó tanto el número de 
células cultivables mediante plaqueo, como, después de la tinción, los niveles de fluorescencias 
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(verde y roja) por espectroscopía. Los resultados obtenidos revelaron para ambos 
microorganismos una correlación lineal entre el cociente fluorescencia verde/fluorescencia roja 
y el número de unidades formadoras de colonias (Fig 32R). 
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Figura 32R. Curvas de calibrado para P. parvulus 2.6R (A) y 2.6NR (B). Se representa la correlación 
entre la relación verde y rojo (V/R) y las unidades formadoras de colonia (UFC) de las muestras 
preparadas a partir de la mezcla de diferentes proporciones de bacterias vivas y muertas. 
 
 
Además, las células teñidas fueron analizadas por microscopía de fluorescencia, para 
comprobar que la señal detectada mediante espectroscopía, era debida exclusivamente a la 
tinción de las bacterias con los fluoróforos. En la figura 33R se muestran imágenes 
representativas de células de P. parvulus 2.6R sometidas a estrés gástrico. 
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 A                                                 B
Figura 33R Imágenes de P. parvulus 2.6R teñido con el kit LIVE/DEAD BacLight. Después de los 
tratamientos gastrointestinales, las muestras fueron teñidas con una combinación de SYTO9 verde e 
ioduro de propidio (rojo) y se detectó por microscopía de fluorescencia las células vivas (verde) y muertas 
(rojo). Las imágenes representan cultivos no tratados (A) o sometidos a estrés gástrico a pH 5.0 (B).  
Bar= 10 μm 
 
Los resultados del análisis de la supervivencia de P. parvulus 2.6R y 2.6NR tras ser 
expuestos al estrés gástrico (G) y gastrointestinal (GI) se muestran en la figura 34R.  
 
 
Figura 34R. Análisis de la supervivencia celular al estrés gastrointestinal. Para cada estirpe, 2.6R (sin 
lavar: 2.6R ó lavada: 2.6R*) o 2.6NR, se indican las células no tratadas (C), las sometidas a estrés 
gástrico (G) a distintos pHs y las resultantes del estrés gastrointestinal (GI) como se describe en la figura 
31R. Después de la tinción, la viabilidad celular fue analizada midiendo la fluorescencia verde y roja. Los 
valores, calculados a partir de la media de tres experimentos independientes, se expresaron como el 
porcentaje de la relación verde/rojo (V/R) respecto a las muestras no tratadas (C). El 100% de las 
muestras C de 2.6R y 2.6NR correspondía a una relación V/R respectivamente de 10,05 y 9,98 
respectivamente. 
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Ambas cepas presentaron el mismo patrón de supervivencia, indicando estos resultados que 
la presencia del EPS no confiere a P. parvulus 2.6 ninguna ventaja para resistir el estrés 
gástrico. Después de la exposición a pH 3,0, se detectó aproximadamente un 10% de 
supervivencia celular en ambas estirpes (muestras G pH 3,0). Además, el sometimiento al estrés 
intestinal a continuación del estrés gástrico no afectó la viabilidad en ninguna de las dos cepas 
(muestras GI pH 5,0 respecto a las G pH 5,0). Estos resultados sugieren que un número 
sustancial de estos microorganismos podría sobrevivir al estrés gástrico alcanzar el cólon y estar 
disponibles para interaccionar con las células del epitelio intestinal. 
 
4.6.2 Adhesión al epitelio intestinal 
 
La adhesión a la mucosa intestinal es otro de los criterios para la selección de un 
microorganismo probiótico. Para estudiar dicha propiedad en ambas estirpes de P. parvulus 2.6, 
se llevó a cabo un ensayo de adhesión, a enterocitos, utilizando como sistema modelo la línea 
celular Caco-2, que es procede de adenocarcinoma de colon humano (ver apartado 3.2.10.2 de 
Métodos específicos). Este ensayo consiste en poner en contacto las bacterias con las 
mencionadas células epiteliales intestinales que están adheridas a los pocillos de una placa de 
microtítulo. A continuación, tras un tiempo de incubación y posterior lavado de los pocillos para 
eliminar las bacterias no unidas a las células Caco-2, se realiza un recuento en placa para 
determinar el número de microorganismos adheridos a la línea celular Caco-2. 
En este experimento, además de las cepas 2.6R y 2.6NR, se ensayaron también las estirpes 
probióticas Lactobacillus acidophilus LA-5 y Bifidobacterium animalis subps. lactis BB-12, 
que previamente habían mostrado poseer capacidad de adhesión (69). Además, para estudiar el 
efecto que el EPS pudiera tener en la capacidad de unión de P. parvulus 2.6R, se analizaron al 
igual que en los estudios de resistencia a GI, las dos subpoblaciones: 2.6R (con niveles elevados 
de EPS) y 2.6R* (con niveles bajos de EPS). 
En la figura 35R se muestran los resultados de los niveles de adhesión expresados como 
porcentajes respecto a experimentos control, en los que se realizó el recuento del total de las 
bacterias que se exponen a las células epiteliales intestinales (bacterias adheridas y no 
adheridas). 
P. parvulus 2.6R mostró un nivel de adhesión elevado (6,1 %) similar al de Lb. acidophilus 
LA-5 (6,6 %) y considerablemente mayor que el detectado para la estirpe 2.6NR no productora 
de EPS (0,25 %). Por otra parte, la subpoblación 2,6R*, al igual que la estirpe B. animalis BB-
12 presentó un nivel de adhesión intermedio (1,8 %) (Fig. 35R). 
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Figura 35R. Análisis de adhesión de las bacterias a las células Caco-2. Cada ensayo de adhesión fue 
realizado por triplicado y los valores fueron calculados a partir de la media de tres experimentos 
independientes. 
 
Estos resultados sugieren que la presencia del (1,3)(1,2)-β-D-glucano contribuye a la 
capacidad de adhesión de P. parvulus 2.6R a las células epiteliales del colon. 
 
4.6.3 Evaluación de la producción de citoquinas IL8, IL10 y TNF-α 
 
Muchas bacterias potencialmente probióticas son capaces de ejercer efectos 
inmunomoduladores de modo local durante su paso por el tracto gastrointestinal (188). No 
obstante, la colonización transitoria de la mucosa intestinal, la cual a su vez esta relacionada con 
la capacidad de adhesión, constituye un factor importante para la inmunomodulación ejercida 
por los microorganismos probióticos (155, 219). Por este motivo y en vista de los resultados de 
adhesión obtenidos para P. parvulus 2.6R, se valoró la influencia de dicha bacteria y de la 
estirpe 2.6RN en los niveles de producción y secrección del factor alfa de necrosis tumoral 
(TNF-α) y de las interleuquinas 8 y 10 (IL8 e IL10) por macrófagos. Con ese propósito, se 
generaron macrófagos pro-inflamatorios tipo M1 y anti-inflamatorios tipo M2 a partir de 
monocitos humanos de sangre periférica. A continuación se evaluó mediante ensayos de 
ELISA, la producción de las citoquinas antedichas como respuesta de los macrófagos a la 
exposición durante 18 horas de las estirpes 2.6R y 2.6 NR (ver apartado 3.2.10.3 de Métodos 
específicos). 
Además, como controles de esta valoración, se analizó también la producción de citoquinas 
en macrófagos que no fueron expuestos a ningún antígeno (Basal 18h) o estimulados con 
lipopolisacáridos (LPS) de E. coli O55:B5 (Fig. 36R). 
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Figura 36R. Producción de citoquinas en macrófagos M1 y M2, en respuesta a las cepas 2.6R y 2.6NR 
de P. parvulus, al lipopolisacárido de E. coli O55:B5 (LPS) y sin ningún estímulo (Basal 18h). Las 
determinaciones de TNF-α (A), IL8 (B) e IL10 (C) se realizaron por triplicado. 
 
Ambas cepas indujeron la producción de la citoquina antiinflamatoria IL10 por los 
macrófagos, siendo la respuesta mayor en los macrófagos M2 (Fig. 36R, C). 
Con respecto a las citoquinas proinflamatorias, ambas cepas indujeron altos niveles de 
producción de TNF-α (Fig. 36R, A) e IL8 (Fig. 36R, B) por los macrófagos M1, mientras que 
tuvieron un efecto mínimo (TNF-α) o no tuvieron efecto (IL-8) sobre los macrófagos M2. 
Además, los niveles de TNF-α e IL8 fueron mas altos en respuesta a la estirpe 2.6NR (Fig. 36R 
A y B). Estos resultados muestran que la ausencia del plásmido pPP2, determinante genético de 
la producción de (1,3)(1,2)-β-D-glucano, en la estirpe P. parvulus 2.6NR, potencia altos niveles 
de citoquinas proinflamatorias en los macrófagos M1. Aunque no se puede descartar la 
contribución de otros productos desconocidos codificados en el plasmido pPP2, estos resultados 
sugieren que la presencia del EPS en la estirpe 2.6R contrarresta la activación pro-inflamatoria 
de macrófagos M1 en respuesta a la bacteria. 
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5. DISCUSIÓN 
5.1. CARACTERIZACIÓN DE LA SÍNTESIS DE (1,3)(1,2)-β-D-GLUCANO 
 
5.1.1 El gen gtf y su relación con la síntesis de β-glucanos en BAL  
 
Durante la elaboración de bebidas alcohólicas algunas estirpes de Pediococcus, 
Lactobacillus y Oenococcus oeni pueden producir (1,3)(1,2)-β-D-glucano, siendo el EPS de P. 
parvulus el principal responsable de la alteración en sidras y vinos denominada aceitado o 
ahilado (55, 63, 146). Por este motivo, el objetivo principal de esta tesis fue la identificación y 
caracterización tanto de la enzima como de su determinante genético, responsables de la síntesis 
del (1,3)(1,2)-β-D-glucano en la estirpe P. parvulus 2.6 proveniente de sidra ahilada (70). 
El gen plasmídico dps (279) actualmente denominado gtf codifica una glicosiltransferasa 
(55) responsable de la síntesis de un β-D-glucano idéntico al antedicho en P. parvulus 
IOEB8801 aislado de vino (150). La información de la secuencia parcial de aminoácidos de 
dicha glicosiltransferasa, disponible al comenzar este trabajo, nos permitió clonar el gen gtf de 
P. parvulus 2.6R (279). Nuestros resultados han permitido demostrar que el gen gtf de la estirpe 
2.6R codifica la glicosiltransferasa GTF homóloga a la de la cepa IOEB8801. Además, su 
expresión heteróloga en S. pneumoniae R61 y L. lactis MG1363 (Figs. 2R) (284), así como en 
L. lactis NZ9000 (Figs. 8R) (283) conlleva a la síntesis y secreción de un β-D-glucano. En el 
caso de ésta última estirpe, se determinó que la cadena principal está compuesta por moléculas 
de glucosa unidas por enlaces 1,3 y con una ramificación en cada unidad repetitiva, constituida 
por una única molécula de glucosa unida a la cadena principal por enlaces 1,2 (Tabla 1R). 
Finalmente, también hemos conseguido sintetizar in vitro el antedicho β-D-glucano (Figs. 27 y 
28R) utilizando preparaciones de vesículas membranosas de la estirpe L. lactis 
NZ9000[pNGTF] sobreproductora de la glicosiltransferasa GTF y UDP-glucosa como sustrato. 
La determinación de la secuencia del gen gtf de P. parvulus 2.6R nos permitió diseñar dos 
cebadores localizados respectivamente en las regiones codificantes de la región carboxilo de la 
glicosiltransferasa GTF y en su quinto segmento transmembranal, con el fin de detectar 
mediante PCR convencional la presencia de dicho gen en otras BAL aisladas de sidra. La 
utilización de este método para analizar un total de 99 bacterias lácticas EPS+ y EPS reveló su 
validez para la detección específica de Pediococcus, Lactobacillus y Oenococcus productores 
del (1,3)(1,2)-β-D-glucano (284). 
Además, hemos determinado la secuencia nucleotídica (1.704 nt) de los genes gtf de las 
estirpes Lb. diolivorans G77 y O. oeni I4 (284) y recientemente también en P. parvulus CUPV1, 
CUPV22 y Lb. suebicus CUPV221 (74), todas ellas aisladas de sidra. También están accesibles 
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actualmente las secuencias de los genes gtf de las bacterias aisladas de vino P. parvulus 
IOEB8801 y O. oeni IOEB0205 (55). Todas estas bacterias producen el (1,3)(1,2)-β-D-glucano 
y el alineamiento de sus genes gtf revela una identidad de al menos 97%. 
En S. pneumoniae serotipo 37, un solo gen (tts) localizado en el cromosoma codifica una β-
glucosiltransferasa (Tts) unida a membrana, que dirige la síntesis de un (1,3)(1,2)-β-D-glucano 
capsular en esta estirpe (151, 152). Este β-D-glucano es similar al producido por las BAL y la 
proteína Tts muestra una identidad del 33% con la glicosiltransferasa GTF. Finalmente, también 
se ha localizado en el cromosoma de Propionibacterium freundenreichii subsp shermanii TL34, 
productor de β-glucano, un gen gtf que codifica una proteína, cuya estructura primaria presenta 
un alto grado de similitud con la enzima Tts de S. pneumoniae (53) y con las GTF de BAL 
(Anexo I B). 
Todos los resultados antedichos indican que la glicosiltransferasa GTF, unida a membrana 
y codificada por un único gen, es la única proteína requerida para la síntesis y secreción del β-
D-glucano en BAL. Esta parece ser una característica específica de estos EPS. 
En la síntesis y secreción de los HePS de BAL y otras bacterias, están involucrados más de 
10 genes plasmídicos o cromosómicos (17, 43, 82). Éstos se organizan en estructuras complejas, 
como por ejemplo la de los operones o grupos de genes (cap) que dirigen la síntesis de las 
cápsulas en patógenos como S. pneumoniae (76, 149). En dichas estructuras los genes que 
codifican glicosiltransferasas de membrana específicas y cuyo número varía según la 
composición química de la unidad repetitiva de estos polímeros, suelen estar flanqueados a 
ambos lados por genes que codifican las funciones de polimerización y transporte del 
polisacárido (ver apartado 1.2.2.1 de Introducción). 
Por otra parte, la síntesis de la mayoría de los HoPS (α-glucanos y fructanos) es llevada a 
cabo por la acción de glicansacarasas extracelulares (ver apartado 1.2.2.2 de Introducción), 
estando codificadas por genes cromosomales que comúnmente forman parte de operones 
simples (73, 124, 229, 251). 
Sin embargo, un rasgo común en cuanto a la organización génica de la región de DNA que 
contiene los genes implicados en la síntesis de EPS en las BAL productoras de HePS o HoPS, 
es la presencia de elementos genéticos móviles (43, 192, 251, 261, 263). 
Es bien conocido que los elementos móviles permiten la transferencia horizontal entre 
diferentes géneros. En este sentido, la presencia de dichos elementos podría explicar la 
inestabilidad del fenotipo productor de HePS de algunas cepas (216), así como dar cuenta de la 
pérdida de expresión o presencia de quimeras de algunas glicansacarasas en distintas estirpes 
productoras de HoPS (225, 259). 
Además, el alto grado de conservación observado en la secuencia de los genes gtf en los 
distintos géneros de BAL, podría suponer una reciente transferencia horizontal entre estas 
bacterias (12, 88, 120). 
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El gen gtf de P. parvulus 2.6R está localizado en el plásmido pPP2 de aproximadamente 
35 kb (Fig.3R), diferente al portador de su homólogo en la estirpe IOEB8801 (plásmido de 5,5 
kb) (279). En pPP2, el gen esta flanqueado por los genes traA y tnp, los cuales podrían estar 
involucrados respectivamente en funciones de conjugación y recombinación (Anexo I A). 
El gen tnp codifica a una transposasa putativa de la familia IS30, mientras que traA 
codifica a una relaxasa que podría estar involucrada en conjugación, como sus homólogas en L. 
lactis y Lactobacillus. Asimismo, corriente arriba del gen gtf de P. parvulus IOEB8801 está 
localizado el gen mob, cuyo producto génico, al igual que TraA, muestra homología con 
proteínas que participan en conjugación en diferentes especies del género Lactobacillus (279) 
(Fig. 8R, A). También en O. oeni IOEB0205, el gen gtf esta limitado por dos marcos de lectura 
abierta, que codifican proteínas homólogas a transposasas de Lb. casei y de la familia IS30 (55). 
No obstante ni el gen traA, ni el gen tpn de P. parvulus 2.6R poseen identidad con los genes que 
flanquean al gtf en P. parvulus IOEB8801 y en O. oeni IOEB0205. 
Asimismo, la transferencia horizontal mediada por plásmido, también podría explicar la 
amplia distribución del gen gtf que hemos encontrado en diferentes cepas productoras de β-
glucano, de los géneros Pediococcus y Lactobacillus y en una cepa de O. oeni, asiladas de sidra.  
Por otro lado y para hacer énfasis en la implicación de genes involucrados en funciones 
móviles asociados al gen gtf, en dos de las estirpes antedichas, O. oeni I4 y Lb. diolivorans G77, 
sus genes gtf están localizados respectivamente en el cromosoma y en el plásmido pLD1 de 5,5 
kb, distinto del plásmido pPP2 de P. parvulus 2.6R, y que parece contener al igual que el 
plásmido pF8801 de P. parvulus IOEB8801, la estructura génica mob-gfp (Figs. 3R, 4R y 5R) 
(284). Es factible que los plásmidos portadores del gen gtf no sean capaces de replicar en 
Oenococcus y, apoyando esta hipótesis, en los O. oeni aislados de vino también se ha detectado 
una localización cromosómica del gen (55). Este enclave genético del gen gtf podría ser el 
responsable de su baja incidencia en O. oeni aislados de sidra (1 de 20 estirpes analizadas) 
detectada por nosotros (284). Sin embargo, en el caso de O. oeni aislados de vino, se detectó el 
gen gtf en 17 estirpes de un total de 80 cepas analizadas (55). 
Dada la baja incidencia de Oenococcus en la sidra y las pequeñas cantidades de β-glucano 
que producen las estirpes de este género asiladas del vino, los autores no pueden asegurar su 
participación en el ahilado de estas bebidas (55, 102). Mientras que, aunque no ha sido del todo 
demostrada, la alta proporción de estirpes gtf +en la colección de Oenococcus aislados de vino, 
podría reflejar alguna ventaja selectiva en lo que a la tolerancia al vino y a la adhesión se refiere 
(55). 
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5.1.2 La glicosiltrasnferasa GTF dirige la síntesis in vitro del (1,3)(1,2)-β-D-
glucano 
 
Teniendo en cuenta los métodos de agrupación de secuencias de proteínas basados en 
dominios o en superfamilias, el producto del gen gtf (567 aminoácidos) de P. parvulus 2.6R, 
guarda homología con los dominios CelA y COG (grupo 1215) y la superfamilia de 
glicosiltransferasas clase A (GT-A) (Fig. 1D). 
Así, la proteína GTF muestra homología (desde el aminoácido 25 al 319) con el dominio 
CelA que corresponde a la subunidad de la celulosa sintasa, la cual es una enzima de membrana 
que cataliza la formación de un polímero de glucosa con enlaces β-1,4 (209, 210). La homología 
de la proteína GTF (desde el aminoácido 67 al 478) con el dominio COG grupo 1215, indica 
que ésta puede ser miembro de dicho grupo, que incluye glicosiltransferasas involucradas en la 
biogénesis de la pared celular (249). 
 
GTF P. parvulus 2.6
Superfamilias
Dominios
 
Figura 1D. Alineamiento de la proteína GTF de P. parvulus 2.6R con los dominios y superfamilias de la 
base de datos swissprot usando el programa Blastp 2.2.23. 
 
También, GTF muestra homología (desde el aminoácido 109 al 322) con la superfamilia de 
glicosiltransferasas de clase A. Esta incluye glicosiltransferasas muy diversas pertenecientes a 
distintas familias con un plegamiento estructural común GT-A (133) (ver apartado 1.3.1.2 del 
capítulo de Introducción). 
De acuerdo con esta clasificación en familias, basada en la similitud de secuencia de 
aminoácidos, la proteína GTF de P. parvulus 2.6R forma parte de la familia GT-2. Ésta incluye 
glicosiltransferasas de membrana, tales como: celulosa sintasas, β-1,3 glucan sintasas, 
quitinsintasas, hialuransintasas (HAS), β-glucosiltrasnferasas. Todas ellas tienen en común que 
utilizan como sustrato un azúcar nucleótido para la síntesis de un polímero con inversión de la 
configuración anomérica (33). 
La proteína GTF de P. parvulus 2.6R sobreproducida en L. lactis NZ9000[pNGTF] fue 
detectada en la fracción subcelular correspondiente a las vesículas membranosas de esta bacteria 
(Fig. 7R). La detección de actividad glicosiltransferasa en estas vesículas, usando como sustrato 
UDP-α-glucosa (Fig. 24R) y el análisis químico del producto de la reacción (Fig. 28R), apoyan 
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que GTF es una β-glucosiltransferasa unida a membrana, que sintetiza un (1,3)(1,2)-β-D-
glucano idéntico al de P. parvulus. 
También la β-glucosiltransferasa (Tts) de S. pneumoniae serotipo 37 sobreproducida en 
membranas de neumococos, es capaz de incorporar glucosa utilizando UDP-α-glucosa como 
sustrato a un polímero inmunológicamente indistinguible del β-glucano capsular de dicho 
serotipo (151). 
La proteína GTF de P. parvulus 2.6R muestra una elevada identidad (al menos 94%) con 
los productos de los genes gtf de las estirpes de BAL provenientes de sidra y vino. Además, en 
todas ellas, el β-glucano producido (62, 75, 102, 103, 150) es idéntico al de P. parvulus 2.6R 
(61) (Anexo I B). 
La proteína Tts y la putativa glicosiltransferasa de P. freundenreichii subsp shermanii 
TL34 muestran tan sólo una identidad del 33% y 32% con la GTF (Anexo I B). Sin embargo, 
ambas bacterias producen un (1,3)(1,2)-β-D-glucano que sólo difiere del de P. parvulus 2.6R en 
que la unidad repetitiva consiste en dos monómeros de glucosa en lugar de tres, como la de este 
último (1, 182). 
Con menor grado de homología, la GTF también comparte entre un 20 y 22% de identidad 
sobre 300 aminoácidos alineados, con celulosas sintasas (CelA, BscA o AcsA) de bacterias 
Gram positivas y Gram negativas y la glicosiltrasnferasa ModH de Shewanella que participan 
en la síntesis de β-1,4 y β-1,2 glucanos, respectivamente (Anexo I C). Mientras que, 
curiosamente, no muestra homología significativa con la β-1,3-glucano sintasa (CrdS) presente 
en las membranas de Agrobacterium y que dirige la síntesis del curdlano, un β-1,3-glucano 
lineal (165). 
A partir de las estructuras cristalinas resueltas para las glicosiltransferasas de las familias 
GT-2, GT-7, GT-13 y GT-43 (superfamilia GT-A) se ha determinado que sólo cuatro aspárticos 
son requeridos para formar un centro catalítico (41). 
En concreto, en base a la estructura cristalina de la putativa glicosiltransferasa SpsA de 
Bacillus subtilis (248), y algunos datos experimentales de mutagénesis dirigida en la 
glucosiltransferasa ExoM de Sinorhizobium melliioti (77) y Wbbe de Salmonela enterica (113), 
se ha especificado la participación de los cuatro aspárticos antedichos en el dominio catalítico 
de las glicosiltrasnferasas de la familia GT-2. 
En GTF existen dichos aspárticos (Anexo I B o C) y con el objeto de predecir su 
localización en el centro activo de la proteína, hemos obtenido un modelo de la estructura 
tridimensional del dominio putativo de actividad glicosiltransferasa (aminoácidos P109 a L339, 
Anexo I B) de la enzima de P. parvulus 2.6R. Para desarrollarlo se han utilizado las estructuras 
cristalinas de la SpsA de B. subtilis (Fig. 2D, a) y una putativa glicosiltransferasa de 
Bacteroides fragilis perteneciente también a la familia GT-2 (apartado 3.1.18 de Métodos 
generales). Los modelos (Figs. 2D, b, c y d) indican que la GTF posee un sitio catalítico similar 
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al de las enzimas de B. subtilis y Bc. fragilis. Así, la estructura del centro activo de GTF 
consistiría en un arreglo central de láminas β paralelas rodeadas de hélices α a ambos lados, 
donde los dominios N- y C-terminal, son respectivamente los sitios de unión al sustrato donador 
y al sustrato aceptor (Fig 2D). 
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Figura 2D. (a) Estructura cristalina de la glicosiltransferasa SpsA de Bacillus subtilis (41); (b y c) dos 
vistas diferentes del modelo tridimensional de la secuencia (P109-L339) de GTF de P. parvulus 2.6R, 
construido a partir de SpsA de B. subtilis y (d) de la glicosiltransferasa de Bc. fragilis. En verde se 
muestra el dominio A o N-terminal y en rojo el dominio B o C-terminal. Los grupos aspárticos que 
forman parte del centro activo se señalan en bolas y bastones (azules en los modelos de GTF), además se 
indica su posición en las secuencias de aminoácidos de las respectivas proteínas. En violeta se señala otro 
posible cuarto aspártico (D295), que según estos modelos podría participar como base catalítica en lugar 
del grupo D306, conservado en las glicosiltransferasas de la familia GT-2 (anexo I C). En amarillo se 
destaca la localización de la mutación L126I de la GTF de Lb. suebicus CUPV221. 
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Los tres primeros aspárticos que forman parte del domino N-terminal, participan en la 
unión al NDP, donde el primero (aminoácido 39 en SpsA) está implicado en el reconocimiento 
de la base uracilo o timina. Los otros dos (aminoácidos 98 y 99 en SpsA), comúnmente 
referidos como DXD en la superfamilia GT-A, participan en la unión a la ribosa y al ión 
metálico, el que a su vez coordina los fosfatos del NDP-azúcar facilitando así la liberación del 
grupo NDP (Fig. 2D, a) (133). Según los modelos propuestos para GTF, los aspárticos D143, 
D198 y D200 (Figs. 2D, b, c y d) serían equivalentes a los antedichos en SpsA, los cuales son 
además coincidentes con aquellos conservados en las glicosiltransferasas de la familia GT-2 y 
propuestos como integrantes del centro activo de estas enzimas (111, 222) (Anexo I C). 
Por otro lado, el cuarto aspártico (aminoácido 191 en SpsA), forma parte del dominio C-
terminal de unión al sustrato aceptor (Fig 2D, a) y actúa como base catalítica desprotonando al 
aceptor para que este último realice un ataque nucleofílico al C-1 del azúcar donador (133). En 
el caso de GTF, este aspártico (aminoácido 306, Anexo I B o C) no parece formar parte del sitio 
activo según los modelos propuestos (Figs. 2D, b, c y d). 
No obstante, un cuarto grupo aspártico (D295) alternativo al D306 en GTF, según dichos 
modelos, podría formar parte del centro activo actuando como base catalítica (Fig. 2D, b, c, d). 
En concordancia con lo antedicho, nuestros resultados mostraron una dependencia de iones 
metálicos, principalmente Mg2+, en la actividad enzimática de GTF (Tabla 2R), al igual que 
otras glicosiltrasferasas de la famila GT-2 como la Tts de S. pneumoniae (151), la BscA de 
Gluconobacter xilinum (210), la MdoH de E. coli (281) y la hyaluronan sintasa (HAS) de S. 
equisimilis (253). Los resultados mostrados en la tabla 3R también fueron consistentes respecto 
al papel de los aspárticos en la unión al UDP del sustrato donador (UDP-glucosa en nuestros 
ensayos). De hecho, la enzima GTF mostró sólo una inhibición significativa de su actividad con 
UDP y UTP tras la adición a la mezcla de reacción de diferentes nucleótidos, azúcares 
nucleótidos y azúcares libres como sustratos competidores. En este sentido, la celulosa sintasa 
BscA mostró el mismo comportamiento y a su vez presentó la misma constante de afinidad por 
UDP-glucosa (Km: 0,125 mM) (210) que la enzima GTF (Fig. 24R). 
Sin embargo, se observaron fuertes efectos inhibitorios en la actividad enzimática de Tts y 
HAS, cuando, además de UDP o UTP, se añadieron diferentes azúcares nucleótidos UMP o 
TMP a la mezcla de reacción (151, 253).  
En relación a los dos azúcares nucleótidos ensayados como competidores (UDP-N-
acetilglucosamina y UDP-galactosa), la GTF sólo mostró una reducción del 25% de su actividad 
con el primero. Mientras que, sorpresivamente, la adición de UDP-galactosa resultó en un 
incremento de su actividad. 
Además, el análisis químico del producto de una reacción llevada a cabo con UDP-
galactosa, reveló que el polímero estaba compuesto por glucosas con enlaces β-1,3 y β-1,2 (Fig. 
28R), confirmando así que este azúcar nucleótido no es utilizado como sustrato por la GTF. Este 
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comportamiento es similar al detectado con la glucosiltransferasa Tts, que sintetizó el mismo 
glucano en presencia de UDP-galactosa o UDP-glucosa (151). La existencia en S. pneumoniae 
de una epimerasa que convierte UDP-galactosa en UDP-glucosa, llevó a los autores del trabajo 
a proponer que el resultado obtenido era debido a la presencia de dicha enzima en la preparación 
de membranas utilizadas en sus ensayos (151). Avalando esta hipótesis, se ha descrito que tras 
la obtención de vesículas membranosas, en particular en la orientación correcta, permanecen 
asociadas con las fracciones de membrana cantidades significantes de proteínas citosólicas 
(129). 
En base a un análisis de grupos hidrofóbicos (“Hidrophobic cluster análisis” HCA), las β-
glicosiltrasnferasas procesivas de la familia GT-2 al contrario de las no procesivas, presentan 
además de los aspárticos antedichos, el motivo conservado QXXRW en el dominio C-terminal 
(Anexo I C) (183, 223, 237). 
Este motivo, aunque poco conservado (RHSKW), fue identificado en la β-
glucosiltransferasa Tts de S. pneumoniae serotipo 37 (151) y en la putativa GTF de P. 
freundenreichii subsp shermanii TL34 (53) (Anexo I B). Mientras que la GTF de P. parvulus 
2.6R, al igual que las de las diferentes estirpes de los géneros Pediococcus, Lactobacillus y 
Oenococcus, no presentan dicho motivo (Anexo I B). 
A pesar de la posible implicación del motivo QXXRW en la procesividad de estas enzimas 
de la familia GT-2 (183, 222, 257), las GTF de bacterias lácticas carecen de dicho motivo y el 
β-glucano sintetizado por ellas en general, posee una masa molecular elevada (>1000 kDa).  
Sin embargo, el β-glucano sintetizado por Lb. suebicus CUPV221 posee un peso molecular 
(2,7 x 104 Da) (Fig. 3D) muy inferior al del EPS producido por P. parvulus 2.6R (9,6 x 106 Da) 
(Fig. 20R) y al de la estirpe sobreproductora de GTF L. lactis NZ9000[pNGTF] (6,5 x 106 
Da)(Fig. 19R). El hecho de que exista diferencia entre sus pesos moleculares y no así en su 
estructura química, la cual es idéntica en estas bacterias (102) y (apartado 4.3.3.1 de 
Resultados), hace suponer una posible alteración en la procesividad de la proteína GTF de Lb. 
suebicus. 
Por otro lado, la proteína GTF de Lb. suebicus CUPV221 presenta dos cambios 
aminoacídicos (A91V y L126I) comparada con la enzima GTF de P. parvulus 2.6R (Anexo I 
B). La mutación L126I está localizada en una orientación y distancia próxima a los tres 
aspárticos (D143, D198 y D200) propuestos para formar el centro activo, según los modelos 
anteriormente propuestos (Figs. 2D, b, c, d). No obstante al no haberse determinado aún la 
estructura tridimensional de ninguna glicosiltransferasa procesiva de la familia GT-2, la 
participación tanto del motivo QXXRW o de algún otro, en el mecanismo de polimerización de 
estas enzimas, permanece sin resolver. 
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2,7 x 104 Da
 
Figura 3D. Cromatograma de exclusión molecular del β-glucano sintetizado por Lb. suebicus CUPV 221 
 
Se ha descrito que las celulosas sintasas presentan 5 motivos adicionales al ya descrito 
(DDDQXXRW) (209). Curiosamente, sólo uno de estos motivos (HAKAGN(L/I)N) esta 
presente también en la β-1,3 glucan sintasa (CrdS) de Agrobacterium sp., la β-1,2 sintasa 
(MdoH) de Shewanella y las β-(1,3)(1,2)-glucosiltrasnferasas de P. parvulus, Lb. suebicus, S. 
pneumoniae y P. freundenreichii. Cabe resaltar que todas las proteínas antedichas son enzimas 
que catalizan una reacción de elongación procesiva (Anexo I C). 
Por otro lado, se ha sugerido que dos (FFCGS y RFLPL) de los 5 motivos antedichos, 
podrían estar estar implicados en la determinación de la especificidad de enlace β-1,4 presente 
en la celulosa, ya que en CrdS, la enzima más estrechamente relacionada con las celulosas 
sintasas, estos motivos estan ausentes (Anexo I C) (209). En apoyo a esta hipótesis, las β-
(1,3)(1,2)-glucosiltrasnferasas tampoco poseen dichos motivos (Anexo I C). 
El hecho de cómo éstas, y otras β-sintetasas de la familia GT-2 son capaces de catalizar la 
formación de uno u otro enlace, es otro aspecto interesante aún por resolver. En este sentido 
también se desconoce cómo una misma enzima sintetiza un producto con dos tipos de enlaces 
diferentes, como parece ser el caso de GTF y Tts. 
Existen glicosiltrasnferasas bifuncionales de la familia GT-2 que catalizan la síntesis de las 
cápsulas mediante la adición de dos monómeros diferentes con enlaces β-1,3 y β-1,4 como 
Cap3B de S. pneumoniae (5), las HASs de S. piogenes, S. equisimilis y Pasteurella multocida 
(280) o enlaces α y β 1,4 como KfiC de E. coli K5 (86). 
En el caso de la HAS de clase II de P. multocida (280) y KfiC de E. coli (86) se ha descrito 
la presencia de dos centros activos, además de la ausencia del motivo QXXRW característico de 
las glicosiltransferasas procesivas. En este sentido, recientemente se ha resuelto la estructura 
cristalina de la glicosiltransferasa funcional K4CP que sintetiza el β-(1,3)(1,4)-
glicosaminoglicano capsular de E. coli K4 (181) y que posee dos centros activos organizados en 
dos dominios GT-A (184). 
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Sin embargo, cabe destacar que todos los polímeros sintetizados por estas enzimas son 
lineales, mientras que los polisacáridos sintetizados por GTF y Tts son ramificados. En relación 
a esto, según el alineamiento propuesto en el anexo I C, estas enzimas carecen de dos de los 
motivos (PVDTYNE y QTP) característicos de las celulosas sintasas que también estan 
presentes en las glucosiltransferasas CrdS y ModH, las cuales tienen en común que catalizan la 
síntesis de polímeros lineales. 
La topología de membrana para las glicositransferasas de la familia GT-2 puede ser 
predicha y ha sido determinada experimentalmente para algunas como NdoC 8 de R. 
leguminosarum (9), MdoH de E. coli (50), HasA de S. pyogenes (93), CrdS de Agrobacterium 
sp ATCC31749 (111) y Alg8 de P. aeruginosa (183). En todas ellas se ha descrito una región 
hidrofílica que contiene el centro catalítico, orientada hacia el citoplasma, rodeada por múltiples 
regiones transmembranales. 
El análisis de la posible estructura topológica de la proteína GTF de P. parvulus 2.6R, 
mediante los programas SOUSI y TMpred, indica que la región que contiene el dominio de 
actividad glicosiltransferasa es citosólico y estaría flanqueado por 2 y 4 segmentos 
transmembrana (Fig. 6R, A y Fig. 1R). 
El hecho de que el sitio catalítico de GTF esté situado muy probablemente en el citoplasma 
y que la expresión heteróloga en S. pneumoniae y L. lactis (Figs. 2R y 8R) así como en Lb. 
paracasei NFBC338 (235) conlleve en estas bacterias la síntesis y secreción del β-glucano, 
sugiere que el polímero no requiere de transportadores específicos para ser liberado al espacio 
extracelular. Asimismo, la predicción topológica para Tts y su expresión en otras bacterias 
Gram positivas con iguales resultados que para GTF apoyan esta hipótesis (151). 
En S. pyogenes la HAS (clase I) es responsable de la síntesis y secreción al medio 
extracelular de un glicosaminoglicano (hyaluronan) de alto paso molecular sin requerimientos 
de otras proteínas (93). La función de la HAS de clase I indica que las hélices transmembranales 
(entre 6 y 8) podrían, mediante múltiples interacciones con fosfolípidos esenciales formar un 
poro en la membrana que permita al polímero atravesarla. De hecho, se ha descrito que la 
función de estas proteínas es dependiente del fosfolípido cardiolipina (252, 254). 
En este sentido también en Agrobacterium la producción del curdlano se ve incrementada 
en presencia de dietanolamina (112). Por ello, se ha sugerido también la posible intervención de 
este lípido en la formación de un poro a partir de su interacción con la curdlano sintetasa CrdS 
y/ o otras proteínas Crd que se cree podrían participar en la traslocación del curdlano (111). 
Como resultado de las mutaciones en la proteína GTF de O. oeni I4, la estructura 
secundaria predicha para esta proteína (Figura 6R, B) muestra alteraciones en la topología y en 
la composición de aminoácidos en 5 de las 6 regiones transmembranales y en todos los 
segmentos que las interconectan. También, cabe mencionar que la GTF de O. oeni IOEB0205 
posee los mismos cambios aminoacídicos (Anexo I B). 
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En consecuencia, estos cambios podrían reflejar una repuesta adaptativa para adecuarse a 
las membranas de esta bacteria, ya sea para optimizar su anclaje o su posible función con vistas 
a la posibilidad de formar un poro en ellas. Además el alto nivel de homología (99% de 
identidad) entre el gen gtf de O. oeni I4 y los cinco ortólogos secuenciados (55) dan apoyo a 
esta hipótesis. 
Otra opción para la secreción del β-glucano sintetizado por GTF podría ser a través de un 
sistema de transporte tipo ABC, que pueden exportar diferentes polisacáridos bacterianos (230), 
como se ha sugerido también para el hyaluronan sintetizado por HAS clase I (185, 280). 
Finalmente, otra posibilidad es que la GTF pudiera formar un multímero, ya no sólo para la 
formación de un poro, sino también porque podría ser el modo en que enzimas como ésta lleven 
a cabo una catálisis procesiva. 
 
5.2. PAPEL DEL β-GLUCANO EN LAS PROPIEDADES PROBIÓTICAS DE P. 
parvulus 2.6R 
 
La importancia de los (1,3)(1,2)-β-glucanos reside principalmente en su influencia sobre la 
salud humana (apartado 1.2.5.1 de Introducción). Por ello es de gran interés la evaluación de las 
propiedades probióticas de las bacterias lácticas que los producen. En concreto, el estudio tanto 
de los microorganismos productores como de sus polisacáridos, se podría plasmar en su uso 
para la elaboración de alimentos funcionales y/o simbióticos, en los que a diferencia de los 
primeros, se incluyen tanto ingredientes prebióticos como bacterias probióticas. 
En este sentido, estudios previos han demostrado que alimentos fermentados por P. 
parvulus 2.6R, productor del (1,3)(1,2)-β-D-glucano, junto con otros cultivos iniciadores de 
bacterias lácticas proporcionan una mejora en el perfil de ácidos grasos de cadena corta (SCFA) 
en ratas (162), reducen los niveles de colesterol y estimulan la población compuesta por 
Bífidobacterias en humanos(163). Este efecto también ha sido previamente atribuido a los β-
glucanos presentes en cereales, como la avena, que se discuten en el apartado 1.2.5.1 de la 
Introducción. 
Entre los requerimientos para que un microorganismo sea considerado probiótico, ha de 
evaluarse su resistencia al estrés gastrointestinal. En este trabajo se han realizado ensayos para 
valorar dicha resistencia en los microorganismos productores de (1,3)(1,2)-β-D-glucano, tanto al 
estrés gástrico como intestinal. Nuestros resultados mostraron un 10% de supervivencia a pH 
3,1 para P. parvulus 2.6R en las condiciones de ensayo optimizadas para el estrés gástrico. 
Asimismo, tanto la estirpe P. parvulus 2.6R, como su isogénica  P. parvulus 2.6 NR no 
productora de EPS presentaron el mismo patrón de supervivencia a dicho estrés. Y además, con 
la eliminación del EPS en la estirpe productora no se afectó la resistencia de la bacteria al estrés 
gástrico (Fig. 34R). En un estudio similar realizado con 2 estirpes de P. parvulus (CUPV1 y 
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CUPV22) y Lb. suebicus CUPV221 se obtuvieron niveles de supervivencia de 2% y 29% para 
Pediococcus después de someter las bacterias a un estrés gástrico a pH 3,1, mientras que 
Lactobacillus mostró una supervivencia significativa incluso después de ser sometida a estrés 
gástrico a pH 1,8 (11%) (74). Ya que las cinco BAL antedichas producen el mismo tipo de EPS 
y en cantidades similares, los resultados obtenidos indicaban que la resistencia al estrés gástrico 
es una característica asociada a la cepa y no influenciada por la presencia del β-glucano. 
Sin embargo, la alta resistencia a pH ácidos extremos mostrada por Lb. suebicus CUPV221 
podría estar relacionada con la presencia del EPS. Apoyando esta hipótesis, la producción del 
mismo tipo de β-glucano que el sintetizado por P. parvulus en Lb. paracasei NFBC 338 tras la 
expresión heteróloga de la proteína GTF, también le confirió una mayor resistencia al estrés 
ácido (235). 
Por otra parte, en cuanto al estrés intestinal (tratamiento con sales biliares y pancreatina) no 
se observó una reducción de la viabilidad celular de P. parvulus 2.6R (Fig. 34R), indicando este 
resultado que la bacteria podría tolerar el paso al tracto gastrointestinal. Además, al igual que 
con el estrés gástrico, no se detectó ninguna influencia del β-glucano en la resistencia al estrés 
intestinal en Pediococcus (Fig. 34R). 
Sin embargo, en Lb. paracasei NFBC 338 se ha descrito que la producción de β-glucano le 
confiere una mayor resistencia a las sales biliares en relación a la estirpe control no productora 
del EPS (235). Por ello parece que en distintos géneros, un mismo β-glucano podría tener 
distinta funcionalidad. Además, otros polisacáridos también parecen estar implicados en la 
tolerancia al estrés intestinal, ya que se ha observado que la bilis induce la síntesis de EPS en 
Bifidobacterum animalis subsp lactis (213) y en algunas bacterias Gram negativas (34, 97), 
posiblemente como mecanismo de protección frente a esta situación adversa.  
Otra característica que debe ser evaluada en un microorganismo potencialmente probiótico 
es su capacidad para colonizar el intestino. En este trabajo hemos analizado la capacidad de 
adhesión de BAL a las células intestinales humanas Caco-2. Nuestros resultados mostraron que 
el EPS favorece dicha adhesión en P. parvulus 2.6R, lo cual se confirmó eliminando el polímero 
mediante lavados de la suspensión celular. Los porcentajes de adhesión tanto en las células 
lavadas de P. parvulus 2.6R como en P. parvulus 2.6 NR, fueron respectivamente 4 y 24 veces 
menores que los detectados con la cepa productora (Fig. 35R). Resultados similares han sido 
obtenidos con P. parvulus CUPV22, cuyo porcentaje de adhesión también disminuyó 
significativamente tras la eliminación del EPS (74).  
La estirpe 2.6R exhibió un porcentaje de adhesión (6,1%) similar al encontrado para la 
bacteria probiótica Lb. acidophilus LA-5 (6,6%) (Fig. 35R). Por ello, a la vista de estos 
antecedentes y de nuestros resultados, el P. parvulus 2.6R podría adherirse y colonizar al 
epitelio intestinal del colon. 
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Además, se ha sugerido que el (1,3)(1,2)-β-D-glucano producido por P. freudenreichii ssp. 
shermanii JS contribuye a la adhesión y a la formación de biopelículas (182) así como también 
el que producen otras BAL (55).  
Los resultados antedichos indican que los (1,3)(1,2)-β-D-glucanos pueden potenciar la 
capacidad bacteriana de adhesión a células epiteliales intestinales. 
También otros EPS tienen el mismo efecto, en Lb. reuteri TMW1.106 se ha descrito la 
importancia de dos enzimas (GtfA e Inu) productoras de EPS en la autoagregación y formación 
de biofilm in vitro, y en la colonización del tracto gastrointestinal de ratón (277). Incluso en 
microorganismos patógenos como Salmonella (34) o Vibrio cholerae (101), el incremento 
observado de los EPS capsulares favorecen la adhesión y formación de biopelículas, que 
facilitan el establecimiento de la infección. 
Por otra parte, en el caso de los glucanos y fructanos producidos por S. mutans, también 
éstos juegan un papel importante en la adhesión y formación de la placa en la superficie dental, 
facilitando la colonización y protección a las condiciones desfavorables del medio (119). 
Una de las maneras en que las bacterias probióticas pueden ejercer sus efectos beneficiosos 
en la salud, es modulando la respuesta inmune del huésped. Esto requiere principalmente de la 
interacción de las bacterias con las células epiteliales del intestino, y también a veces con 
algunas células del sistema inmune asociadas a la lámina propia de áquel (Fig. 12I). En el 
apartado 1.2.5.1 del capítulo de Introducción, se ha descrito el papel de los (1,3)-β-glucanos 
lineales y con ramificaciones (1,6) en cuanto a su actividad antitumoral y antimicrobiana 
mediante la activación de macrófagos y de células dendríticas, así como de sus receptores. 
En este trabajo se ha evaluado la producción de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-α e IL8) 
y antiinflamatorias (IL-10) por mácrofagos humanos. Después de su incubación con las estirpes 
de P. parvulus 2.6R y 2.6 NR, se observaron valores similares de IL-10 tanto en macrófagos 
tipo M1 (proinflamatorios) como tipo M2 (antiinflamatorios). Sin embargo las cantidades de 
TNF-α e IL8 fueron mayores en la estirpe no productora del β-glucano en macrófagos tipo M1. 
Estos resultados podrían indicar que la presencia del polisacárido reduce la respuesta 
proinflamatoria provocada por esta bacteria. El EPS podría actuar evitando el reconocimiento 
del péptidoglicano y el ácido lipoteicóico de las bacterias Gram positivas por los receptores 
TLR2 expresados en macrófagos. Otra posibilidad sería la inhibición de la cascada de señales 
iniciada por dicho receptor, como respuesta a ambos componentes de la superficie celular de 
estas bacterias. 
Se han descrito diferentes componentes en la superficie de las bacterias lácticas probióticas 
así como receptores del huésped implicados en dichas interacciones y las cascadas de señales 
que ellas desencadenan (142). Así por ejemplo, el EPS capsular de Lb. casei Shirota, actúa 
como modulador de la respuesta excesiva de los macrófagos tras su activación por esta bacteria 
(291). 
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Por otro lado los resultados obtenidos para Lb. suebicus CUPV221, mostraron una 
inducción de IL-10 en macrófagos, por lo que los autores sugieren que esta cepa sería apropiada 
para resolver un proceso inflamatorio y mantener la homeostasis en los tejidos (74). En 
consecuencia y teniendo en cuenta nuestros resultados, además del EPS podrían existir otras 
moléculas en la superficie de Lactobacillus involucradas en la respuesta antiinflamatoria. 
También habría que considerar que esta bacteria sintetiza un EPS de menor masa 
molecular que P. parvulus 2.6R y existe una correlación en la respuesta inmune a los β-glucanos 
y su masa molecular, estructura y conformación (22, 165). Por ello, con el fin de explorar el 
potencial del (1,3)(1,2)-β-D-glucano como agente prebiótico, sería necesario en un futuro 
estudiar la influencia directa de este EPS purificado en la respuesta inmune. 
Los EPS de algunas bacterias probióticas pueden adherir bacterias enteropatógenas al 
mucus (214) protegiendo así el epitelio intestinal. Por ello, también sería de gran interés 
profundizar en el estudio de fenómenos de exclusión o inhibición de patógenos al epitelio 
intestinal (202, 227) mediados por las estirpes productoras de este β-glucano.  
Finalmente, en este trabajo hemos desarrollado un método inmunológico para detectar 
específicamente (1,3)(1,2)-β-glucanos, que podría ser utilizado para identificar nuevas BAL 
productoras, y que de acuerdo con nuestros resultados y los de otros autores, tendrían un 
potencial valor probiótico. 
 
5.3. INTERÉS DE LOS β-GLUCANOS Y SU PRODUCCIÓN HETERÓLOGA EN L. 
lactis 
 
Ciertos EPS de origen bacteriano son de interés industrial debido a sus aplicaciones como 
agentes emulsionantes y gelificantes (246). Algunos tales como el xantano, gelano y curdlano 
han sido aprobados para su uso como aditivos alimentarios por la FDA.  
Asimismo las bacterias lácticas productoras de EPS son usadas frecuentemente para 
mejorar la textura y las propiedades organolépticas de alimentos fermentados (109, 215). En 
este aspecto, y dado el interés de los β-glucanos como agentes viscosificantes, recientemente 
han sido estudiadas las propiedades reológicas en soluciones acuosas, de aquel producido por P. 
parvulus (134, 269). Además, se ha demostrado que esta estirpe puede crecer y producir el 
polisacárido en medios que tienen como sustrato la avena, mejorando la viscosidad y textura del 
producto (161). 
En general, la mayoría de los homopolisacáridos (HoPS) (α-glucanos y fructanos) se 
producen a concentraciones superiores a 1 g/l, pudiendo alcanzar en algunas cepas valores de 
hasta 10 g/l como en el caso de Lb. reuteri Lb 121, el cual produce simultáneamente fructano y 
glucano (259). Sin embargo, la producción de los heteropolisacáridos (HePS) oscila en valores 
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mucho menores, del orden de 25 a 600 mg/l. Esta diferencia radica principalmente en el hecho 
que la síntesis de los HePS requiere energía en forma de azúcares nucleótidos activados, 
derivados del metabolismo general de la bacteria, además del transporte del polisacárido al 
exterior celular. Por el contrario los HoPS, cuya síntesis es extracelular, es dirigida por 
glicansacarasas y la energía proviene de la hidrólisis de la sacarosa.  
El efecto de los EPS en el desarrollo de las características reológicas de los productos 
fermentados, depende no sólo de las propiedades físico-químicas, sino también de la cantidad de 
EPS producido durante la fermentación o elaboración del alimento (211). Así, el nivel del β-
glucano producido por L. lactis NZ9000[pNGTF] (300 mg/l) (Fig. 9R), es similar al de P. 
parvulus 2.6 en cultivos sin control de pH (64) y está en el rango descrito para los HePS. Sólo 
algunas cepas y en condiciones optimizadas de cultivo, son capaces de producir HePS en 
cantidades mayores que éstas, como es el caso de Lb. rhamnosus 9595M (2,8 g/l) y Lb sakei 0-1 
(1,4 g/l) (211).  
Hay que destacar también, que los niveles de producción de β-glucano en L. lactis 
obtenidos en este trabajo, son semejantes a los conseguidos por otros autores en esta bacteria, 
tras la expresión heteróloga u homóloga de EPS (50-500 mg/l) (212). Y ello además sin la 
necesidad de expresar grupos de genes para sintetizar y secretar el EPS (282), y en algunos 
casos incluso proteínas regulatorias (212). También, la producción de β-glucano por L. lactis 
NZ9000[pNGTF] está de acuerdo con los estudios metabólicos realizados en P. parvulus 2.6 
(270). En dichos estudios la UDP-glucosa es el intermediario clave en la síntesis de este azúcar 
lo que coincide con nuestros resultados de actividad GTF in vitro, en donde el sustrato fue esta 
molécula activada. 
Con el fin de conseguir rendimientos adecuados del β-glucano para su posible uso como 
aditivo alimentario, la producción en L. lactis podría ser mejorada optimizando las condiciones 
de fermentación, como en el caso de P. parvulus 2.6 (268), o mediante la sobreexpresión de las 
enzimas involucradas en la síntesis de UDP-glucosa según lo descrito para S. thermophilus 
(282). 
En este trabajo hemos demostrado que el β-glucano también puede ser sintetizado in vitro a 
partir una reacción enzimática con vesículas membranosas de L. lactis y UDP-glucosa como 
sustrato. Además, sorprendentemente la cinética de la reacción fue lineal durante 4 horas de 
incubación e incluso transcurridas 10 h, todavía se siguió detectando un aumento en la 
formación de producto (Fig. 25R). Así, en este tiempo y condiciones de ensayo, se pueden 
obtener aproximadamente 15 mg de EPS partiendo de 5 mg de vesículas membranosas 
purificadas a partir 1 litro de cultivo como se describe en el apartado 3.1.11 de Métodos 
generales. Dadas estas características, la enzima GTF resulta interesante desde el punto de vista 
biotecnológico, ya que podría ser sometida a un proceso de inmovilización consiguiéndose 
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mejores rendimientos del polímero, siendo que estos procesos tienen como objetivo una mejora 
significativa de la estabilidad de la enzima al ser inmovilizada. 
Por otra parte, y como ya se ha mencionado en repetidas ocasiones a lo largo de este 
trabajo, los β-glucanos de origen y estructura variada son también de interés desde el punto de 
vista de componente funcional, porque son considerados potenciales estimuladores de la 
respuesta inmune. Y que además esta respuesta está en relación con la estructura química, masa 
molecular y conformación de los polímeros. 
Se ha determinado que la masa molecular del β-glucano sintetizado por P. parvulus 2.6R 
varía en función de la composición del medio de cultivo utilizado en el crecimiento del 
microorganismo así como del tipo de azúcar usado como fuente de carbono (269). De esta 
manera, en un medio semi-definido utilizando glucosa como sustrato energético y optimizado 
en las concentraciones de manganeso, etanol y glucosa (268), la masa molecular del β-glucano 
de P. parvulus fue de 9,6 x 106 Da. Por otra parte y en términos generales, se ha descrito que el 
medio de cultivo así como el método usado para aislar el EPS producido, puede afectar no sólo 
su estructura, sino también su rendimiento y pureza (212). 
En el caso de L. lactis NZ9000[pNGTF], la expresión en medio definido con glucosa como 
fuente de carbono, además del método de aislamiento y purificación, nos permitió recuperar un 
80% de β-glucano puro con una masa molecular elevada (6,5 x 106 Da). Teniendo en cuenta, 
que los β-glucanos con masas superiores a 5 kDa son biológicamente activos, pudiendo actuar 
como antagonistas en los receptores para los β-glucanos (22), y que dichas propiedades en los 
(1,3)(1,2)-β-D-glucanos, aún no han sido estudiadas, el polímero producido por la estirpe 
recombinante hiperproductora de este EPS podría ser analizado en este sentido. 
Como conclusión de todo lo anteriormente expuesto, las estirpes así como los métodos de 
producción y obtención del (1,3)(1,2)-β-D-glucano, desarrollados en este trabajo podrían ser 
utilizados en un futuro, después de ser validados sus potenciales efectos inmunomoduladores, 
en la elaboración de alimentos funcionales. 
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6. CONCLUSIONES 
 
Del estudio realizado en esta Tesis, podemos extraer las siguientes conclusiones: 
 
1- En P. parvulus 2.6R, estirpe productora de un (1,3)(1,2)-β-D-glucano, se ha identificado y 
localizado, en un plásmido de aproximadamente 35 kb, el gen gtf que codifica la 
glicosiltransferasa GTF. Los productos de los genes adyacentes al gen gtf, TraA y Tnp, podrían 
estar implicados respectivamente en funciones de conjugación y recombinación. 
 
2- El gen gtf de P. parvulus 2.6R presenta un 100 % y 98 % de identidad con sus homólogos 
identificados en Lb. diolivorans G77 y O. oeni I4, productores del mismo β-glucano. El gen gtf 
está localizado en un plásmido de aproximadamente 5,5 kb en Lb. diolivorans y en el 
cromosoma de O. oeni.  
 
3- La expresión heteróloga del gen gtf en S. pneumoniae R61 y en L. lactis MG1363 confiere a 
estos microorganismos la capacidad de sintetizar y secretar un β-glucano inmunológicamente 
indistinguible del β-glucano capsular de S. pneumoniae serotipo 37. 
 
4- La estirpe L. lactis NZ9000[pNGTF], que sobreexpresa la proteína GTF, produce los mismos 
niveles (300 mg/l) de un β-glucano con idéntica estructura y masa molecular que el de P. 
parvulus 2.6R. Además, con el método desarrollado para el aislamiento y la purificación del 
EPS, se consiguió un rendimiento del 80% y una preparación con un grado de pureza superior al 
90 %. 
 
5- Se ha optimizado un método inmunológico (ELISA de inhibición) que permite la detección y 
cuantificación en sobrenadantes de cultivos, de β-glucanos con enlaces (1,3) y ramificaciones 
(1,2), basado en el reconocimiento específico del anticuerpo contra el serotipo 37 de S. 
pneumoniae. 
 
6- Según la predicción topológica de la estructura secundaria, la proteína GTF presenta 2 y 4 
hélices transmembranas que flanquean al dominio glicosiltransferasa citosólico. Dicho dominio 
contiene los 4 residuos de aspártico conservados, necesarios para conformar el centro activo de 
las glicosiltransferasas de la familia GT-2. Además, carece del motivo QXXRW característico 
de las glicosiltransferasas procesivas de esta familia. Sin embargo el β-glucano sintetizado por 
L. lactis NZ9000[pNGTF] posee una masa molecular mayor de 1.000 kDa. 
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7- La proteína GTF es una β-glucosiltransferasa que, purificada en una forma asociada a 
vesículas membranosas, utiliza UDP-glucosa en presencia de metales (9 mM Mg2+ y 1 mM 
Ca2+) para sintetizar el (1,3)(1,2)-β-D-glucano. Su actividad enzimática sólo es inhibida 
significativamente por UDP, UTP y EDTA. La proteína muestra para el sustrato UDP-glucosa 
una Km de 0,125 mM y una Vmax de reacción de 0,018 µg EPS/mg prot/min. La temperatura y 
el pH óptimos de la reacción son 37ºC y 6,5-7,0. El enzima mostró gran estabilidad a 30ºC, 
presentando una cinética lineal de producción de exopolisacáridos durante las primeras 4 horas 
y detectándose todavía actividad enzimática tras 10 horas de reacción. 
 
8- P. parvulus 2.6R y su estirpe isogénica no productora de EPS P. parvulus 2.6NR, muestran el 
mismo patrón de supervivencia al estrés gastrointestinal, por lo que la presencia de EPS no le 
confiere ninguna ventaja a este estrés. Además, teniendo en cuenta que un 10% de la población 
sobrevive a un estrés gástrico a pH 3,0, un gran número de estos microorganismos podría llegar 
al colon para interaccionar con las células epiteliales.  
 
9- Los niveles de adhesión de P. parvulus 2.6R a la línea celular intestinal Caco-2, fueron 24 
veces superiores que los de P. parvulus 2.6NR y similares a los de la estirpe probiótica Lb. 
acidophilus LA-5, de lo cual se deduce que el EPS contribuye favorablemente a la adhesión de 
P. parvulus 2.6R. 
 
10- La exposición a macrófagos humanos de ambas estirpes de P. parvulus 2.6, produjo la 
liberación de los mismos niveles de interleuquina antinflamatoria IL-10, mientras que los 
niveles de interleuquinas proinflamatorias (IL-8 y TNF-α) inducidos por la estirpe no 
productora de EPS fueron mayores. Aunque serían necesarios más estudios tanto in vitro como 
in vivo para caracterizar la respuesta inmune producida por la presencia del β-glucano y de P. 
parvulus 2.6R, como conclusión de este trabajo se puede afirmar que el β-glucano podría actuar 
como un agente inmunomodulador. 
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ANEXO I A, secuencia de DNA que incluye los genes traA, gtf, tpn. 
         
        1 TAT GAC AAC ACG CAG GAA GTT TTA AGA AGA GCC TTT CCT AAC GGT AAT TTT 
  ATA CTG TTG TGC GTC CTT CAA AAT TCT TCT CGG AAA GGA TTG CCA TTA AAA 
         TraA          M   I   K   Q   E   Q   A   Y   T   A   V   M   Y 
       52 AAT GAA TTA CCA ATG ATT AAA CAG GAA CAA GCC TAT ACA GCC GTG ATG TAC 
  TTA CTT AAT GGT TAC TAA TTT GTC CTT GTT CGG ATA TGT CGG CAC TAC ATG 
       Y   D   P   V   L   K   P   C   Q   A   E   T   I   E   Q   W   Q 
      103 TAT GAT CCT GTT TTA AAG CCA TGT CAG GCT GAA ACA ATT GAA CAG TGG CAA 
  ATA CTA GGA CAA AAT TTC GGT ACA GTC CGA CTT TGT TAA CTT GTC ACC GTT 
       A   N   P   P   Q   V   F   G   P   P   E   H   Q   Q   G   L   A 
      154 GCA AAT CCA CCA CAG GTG TTC GGT CCC CCA GAA CAT CAA CAA GGA CTA GCT 
  CGT TTA GGT GGT GTC CAC AAG CCA GGG GGT CTT GTA GTT GTT CCT GAT CGA 
       Y   L   S   G   Q   L   S   L   D   Q   L   E   N   H   H   L   Q 
      205 TAT TTA TCG GGG CAG CTT AGC TTA GAT CAG TTA GAA AAT CAT CAC TTA CAA 
  ATA AAT AGC CCC GTC GAA TCG AAT CTA GTC AAT CTT TTA GTA GTG AAT GTT 
       R   V   L   K   H   D   G   T   K   Q   L   F   F   G   E   C   K 
      256 CGG GTT TTA AAG CAT GAT GGC ACT AAA CAA CTC TTT TTT GGC GAA TGC AAA 
  GCC CAA AAT TTC GTA CTA CCG TGA TTT GTT GAG AAA AAA CCG CTT ACG TTT 
       A   D   P   T   I   K   N   S   Q   I   E   K   I   Q   K   Q   L 
      307 GCC GAT CCG ACG ATT AAG AAC AGT CAG ATC GAG AAA ATC CAA AAG CAG TTA 
  CGG CTA GGC TGC TAA TTC TTG TCA GTC TAG CTC TTT TAG GTT TTC GTC AAT 
       K   G   Q   Q   A   K   D   D   Q   Y   R   K   V   N   I   G   H 
      358 AAA GGG CAA CAA GCC AAG GAC GAC CAG TAT AGA AAA GTA AAT ATT GGA CAT 
  TTT CCC GTT GTT CGG TTC CTG CTG GTC ATA TCT TTT CAT TTA TAA CCT GTA 
       Y   Q   P   L   N   Y   K   P   V   S   P   S   Y   H   L   K   T 
      409 TAT CAA CCG CTA AAT TAC AAG CCA GTT AGT CCA AGC TAC CAC TTA AAG ACG 
  ATA GTT GGC GAT TTA ATG TTC GGT CAA TCA GGT TCG ATG GTG AAT TTC TGC 
       A   F   S   N   A   I   M   T   A   L   Y   A   R   D   E   D   Y 
      460 GCC TTT AGT AAC GCA ATC ATG ACC GCC CTA TAT GCC CGT GAT GAA GAT TAC 
  CGG AAA TCA TTG CGT TAG TAC TGG CGG GAT ATA CGG GCA CTA CTT CTA ATG 
       E   R   Q   K   Q   A   Q   G   L   K   E   T   E   W   E   M   T 
      511 GAA CGG CAA AAA CAG GCG CAA GGT TTA AAG GAG ACT GAG TGG GAA ATG ACG 
  CTT GCC GTT TTT GTC CGC GTT CCA AAT TTC CTC TGA CTC ACC CTT TAC TGC 
       K   K   Q   R   Q   H   Q   T   R   N   R   H   E   D   G   G   M 
      562 AAA AAG CAA CGG CAA CAC CAA ACT CGA AAC CGG CAT GAA GAT GGG GGC ATG 
  TTT TTC GTT GCC GTT GTG GTT TGA GCT TTG GCC GTA CTT CTA CCC CCG TAC 
       H   L   * 
      613 CAC TTG TAA TCT AAA TGT AAA ATT AAA AGT GCA CCA ACG TGC TCA TTT AAT 
  GTG AAC ATT AGA TTT ACA TTT TAA TTT TCA CGT GGT TGC ACG AGT AAA TTA 
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      664 GGT ACA ATG AAC CCA TAA TAT AGG GAA AGG AGT ATT CAC ATG TGA CAA AGA 
  CCA TGT TAC TTG GGT ATT ATA TCC CTT TCC TCA TAA GTG TAC ACT GTT TCT 
      715 AAC AGG AAT GGT TTA GCT TAG CTC AAG CTA GTC TCA AGC TTG AAC GAG GTA 
  TTG TCC TTA CCA AAT CGA ATC GAG TTC GAT CAG AGT TCG AAC TTG CTC CAT 
      766 GTA CGT ACG TGA GTG TTT GGT TAA GAC GGC ACC CTA ACG AGT TGC CAA GTG 
  CAT GCA TGC ACT CAC AAA CCA ATT CTG CCG TGG GAT TGC TCA ACG GTT CAC 
      817 AAA TGC TCA TGG AAA CGG GCA AAG TTA AAT TAA TAT CTG AAG ATG GCA TTG 
  TTT ACG AGT ACC TTT GCC CGT TTC AAT TTA ATT ATA GAC TTC TAC CGT AAC 
      868 AAT GGA TTA AAA ACC ACA TAA AAA AAG AGG GCG TCC TCG TAA GCA GTG AAG 
  TTA CCT AAT TTT TGG TGT ATT TTT TTC TCC CGC AGG AGC ATT CGT CAC TTC 
      919 TTG CTA ACG GGG ATC AGC ACC TGG AAG TTA CGA TTC TAG GTG TCA CCC TCC 
  AAC GAT TGC CCC TAG TCG TGG ACC TTC AAT GCT AAG ATC CAC AGT GGG AGG 
      970 TAA CAA TCC ATT TTA CCC GGC GGG TTA GGG GAA AGC TAG TGG ATC CTA ATT 
  ATT GTT AGG TAA AAT GGG CCG CCC AAT CCC CTT TCG ATC ACC TAG GAT TAA 
     1021 GTT CAA AAA ACA GCG AAA AGA CAA ACG ACG CGA TAC TGC CGC AAA ACT CAG 
  CAA GTT TTT TGT CGC TTT TCT GTT TGC TGC GCT ATG ACG GCG TTT TGA GTC 
     1072 CCA TTG TTT TCT AAG GAT TAA GTC TTT TGG ATT TTG TGT ATC TAT CAA CTC 
  GGT AAC AAA AGA TTC CTA ATT CAG AAA ACC TAA AAC ACA TAG ATA GTT GAG 
     1123 CTT AAA GCC TTC TGA GTC CTA TAA TAA CCC AAA AGT GAT CTA TAA AAT GCT 
  GAA TTT CGG AAG ACT CAG GAT ATT ATT GGG TTT TCA CTA GAT ATT TTA CGA 
     1174 CTA CGT CGA TTT ACC GTT GAC CGA TAG TTG AAT AGC TCA CGG TTA GCT AAA 
  GAT GCA GCT AAA TGG CAA CTG GCT ATC AAC TTA TCG AGT GCC AAT CGA TTT 
     1225 ATA TCG TTA AAT GAA AAA TGG AAT ATT TTA TGG AAA AAA ATT AAA GGA ATG 
  TAT AGC AAT TTA CTT TTT ACC TTA TAA AAT ACC TTT TTT TAA TTT CCT TAC 
       GTF       M   L   N   D   N   D   S   E   L   K   K   F   H   L   F 
     1276 TAG TAT AAA TGT TAA ATG ATA ATG ATT CAG AAC TAA AAA AAT TTC ACT TGT 
  ATC ATA TTT ACA ATT TAC TAT TAC TAA GTC TTG ATT TTT TTA AAG TGA ACA 
         H   S   K   P   V   F   V   P   V   I   L   I   I   W   L   F   I 
     1327 TTC ATT CTA AAC CAG TCT TTG TAC CAG TTA TTT TAA TTA TTT GGT TGT TTA 
  AAG TAA GAT TTG GTC AGA AAC ATG GTC AAT AAA ATT AAT AAA CCA ACA AAT 
         M   C   L   Y   E   Y   L   T   Y   T   D   S   I   L   P   I   L 
     1378 TTA TGT GCT TAT ATG AAT ATT TAA CAT ACA CAG ATA GCA TAC TTC CTA TTT 
  AAT ACA CGA ATA TAC TTA TAA ATT GTA TGT GTC TAT CGT ATG AAG GAT AAA 
         A   K   K   Q   P   L   E   V   I   L   P   I   F   N   Q   L   F 
     1429 TAG CTA AAA AGC AAC CAC TAG AAG TAA TTT TAC CTA TAT TCA ATC AAT TAT 
  ATC GAT TTT TCG TTG GTG ATC TTC ATT AAA ATG GAT ATA AGT TAG TTA ATA 
         V   A   L   F   F   L   L   G   I   T   N   I   I   I   A   I   R 
     1480 TTG TGG CAC TTT TCT TTT TGC TTG GAA TAA CTA ATA TTA TTA TCG CTA TCC 
  AAC ACC GTG AAA AGA AAA ACG AAC CTT ATT GAT TAT AAT AAT AGC GAT AGG 
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              Y   A   M   I   K   D   K   A   K   E   S   E   L   A   I   L   A 
     
     1531 GCT ATG CAA TGA TTA AAG ACA AAG CAA AAG AAT CCG AAC TAG CAA TAC TCG 
  CGA TAC GTT ACT AAT TTC TGT TTC GTT TTC TTA GGC TTG ATC GTT ATG AGC 
          
              K   E   T   P   A   D   W   H   P   K   V   E   L   L   Y   T   T 
     1582 CAA AAG AAA CGC CTG CAG ACT GGC ACC CTA AAG TTG AGT TAT TGT ATA CGA 
  GTT TTC TTT GCG GAC GTC TGA CCG TGG GAT TTC AAC TCA ATA ACA TAT GCT 
         Y   N   D   F   I   P   Y   A   L   A   Q   C   L   K   Q   T   Y 
     1633 CCT ATA ATG ATT TTA TAC CTT ATG CAC TAG CTC AAT GTT TAA AAC AGA CAT 
  GGA TAT TAC TAA AAT ATG GAA TAC GTG ATC GAG TTA CAA ATT TTG TCT GTA 
         D   N   T   Q   G   V   I   L   D   N   S   T   D   P   K   Y   I 
     1684 ATG ATA ACA CGC AGG GCG TTA TTT TGG ATA ACT CTA CAG ACC CCA AAT ACA 
  TAC TAT TGT GCG TCC CGC AAT AAA ACC TAT TGA GAT GTC TGG GGT TTA TGT 
         K   M   I   D   D   F   V   I   A   H   P   N   V   K   L   V   R 
     1735 TCA AGA TGA TTG ATG ATT TTG TGA TAG CCC ATC CTA ATG TAA AGT TAG TCA 
  AGT TCT ACT AAC TAC TAA AAC ACT ATC GGG TAG GAT TAC ATT TCA ATC AGT 
         D   S   Q   N   K   H   A   K   A   G   N   L   N   N   Y   L   C 
     1786 GAG ATT CTC AAA ACA AGC ATG CTA AAG CTG GAA ACT TAA ACA ATT ATT TGT 
  CTC TAA GAG TTT TGT TCG TAC GAT TTC GAC CTT TGA ATT TGT TAA TAA ACA 
         N   G   T   H   D   Y   D   Y   F   V   I   L   D   S   D   E   L 
     1837 GTA ATG GCA CTC ATG ACT ACG ATT ACT TTG TTA TCC TAG ATA GCG ATG AAT 
  CAT TAC CGT GAG TAC TGA TGC TAA TGA AAC AAT AGG ATC TAT CGC TAC TTA 
         L   E   N   R   F   V   E   K   C   L   K   M   F   Y   Y   N   D 
     1888 TAT TAG AAA ATA GAT TTG TAG AAA AAT GTT TAA AGA TGT TTT ATT ACA ATG 
  ATA ATC TTT TAT CTA AAC ATC TTT TTA CAA ATT TCT ACA AAA TAA TGT TAC 
         I   G   I   L   Q   C   N   H   I   S   G   Q   N   H   N   S   F 
     1939 ATA TTG GCA TTC TTC AGT GTA ATC ACA TTA GTG GAC AAA ACC ACA ATT CGT 
  TAT AAC CGT AAG AAG TCA CAT TAG TGT AAT CAC CTG TTT TGG TGT TAA GCA 
         M   R   T   F   S   S   S   G   N   I   F   W   P   V   Q   N   V 
     1990 TTA TGC GTA CTT TCT CTA GTT CTG GCA ATA TTT TTT GGC CAG TGC AAA ACG 
  AAT ACG CAT GAA AGA GAT CAA GAC CGT TAT AAA AAA CCG GTC ACG TTT TGC 
         V   R   S   V   E   G   G   W   L   N   K   T   V   S   G   V   S 
     2041 TTG TAC GAA GCG TTG AAG GTG GCT GGT TAA ATA AAA CTG TGT CTG GCG TTT 
  AAC ATG CTT CGC AAC TTC CAC CGA CCA ATT TAT TTT GAC ACA GAC CGC AAA 
         V   G   Q   T   G   G   A   L   C   I   E   L   G   H   G   V   M 
     2092 CTG TAG GCC AAA CTG GAG GTG CAT TAT GTA TTG AAT TAG GTC ATG GCG TCA 
  GAC ATC CGG TTT GAC CTC CAC GTA ATA CAT AAC TTA ATC CAG TAC CGC AGT 
         I   S   R   E   C   F   E   D   I   G   Q   I   P   Y   A   V   A 
     2143 TGA TTT CAC GTG AAT GCT TTG AAG ATA TTG GAC AAA TAC CCT ATG CGG TGG 
  ACT AAA GTG CAC TTA CGA AAC TTC TAT AAC CTG TTT ATG GGA TAC GCC ACC 
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              E   D   L   C   T   S   I   E   A   T   L   K   G   W   N   I   K 
     2194 CAG AAG ACC TTT GTA CTT CTA TTG AAG CTA CAC TAA AAG GCT GGA ACA TTA 
  GTC TTC TGG AAA CAT GAA GAT AAC TTC GAT GTG ATT TTC CGA CCT TGT AAT 
              F   A   S   Q   I   Y   G   N   E   A   F   P   V   N   M   A   A 
     2245 AAT TTG CTT CAC AAA TTT ACG GTA ATG AAG CGT TTC CTG TTA ATA TGG CAG 
  TTA AAC GAA GTG TTT AAA TGC CAT TAC TTC GCA AAG GAC AAT TAT ACC GTC 
              L   M   I   R   S   S   K   F   C   S   A   N   F   E   F   F   K 
     2296 CAT TAA TGA TTA GAT CTA GTA AGT TTT GTT CTG CAA ATT TTG AAT TTT TTA 
  GTA ATT ACT AAT CTA GAT CAT TCA AAA CAA GAC GTT TAA AAC TTA AAA AAT 
         K   Y   S   A   R   I   I   K   S   K   T   I   S   L   Y   Q   K 
     2347 AAA AAT ATT CGG CGA GAA TCA TCA AGT CAA AGA CCA TAA GTC TCT ATC AAA 
  TTT TTA TAA GCC GCT CTT AGT AGT TCA GTT TCT GGT ATT CAG AGA TAG TTT 
         I   D   L   F   C   F   T   L   S   V   P   I   S   A   F   Q   Y 
     2398 AAA TCG ACT TGT TTT GTT TTA CCC TAT CAG TTC CAA TAA GTG CTT TTC AAT 
  TTT AGC TGA ACA AAA CAA AAT GGG ATA GTC AAG GTT ATT CAC GAA AAG TTA 
         I   S   L   V   I   T   S   I   I   C   P   V   L   H   I   P   L 
     2449 ATA TTA GCT TAG TTA TTA CTA GTA TAA TTT GTC CAG TGT TGC ACA TTC CAC 
  TAT AAT CGA ATC AAT AAT GAT CAT ATT AAA CAG GTC ACA ACG TGT AAG GTG 
         V   T   Q   L   F   M   L   L   P   T   L   V   C   Y   F   S   Q 
     2500 TAG TAA CAC AAT TAT TTA TGT TAT TAC CAA CGT TAG TCT GTT ACT TTA GTC 
  ATC ATT GTG TTA ATA AAT ACA ATA ATG GTT GCA ATC AGA CAA TGA AAT CAG 
         S   L   V   D   T   V   F   H   L   T   N   G   M   K   F   L   D 
     2551 AAA GTT TGG TCG ATA CTG TCT TTC ATT TGA CAA ACG GTA TGA AAT TCT TAG 
  TTT CAA ACC AGC TAT GAC AGA AAG TAA ACT GTT TGC CAT ACT TTA AGA ATC 
         L   L   I   Y   E   V   E   S   M   L   L   Y   G   S   F   Y   F 
     2602 ATT TAT TGA TTT ATG AAG TAG AAT CAA TGT TGT TAT ATG GGT CTT TTT ATT 
  TAA ATA ACT AAA TAC TTC ATC TTA GTT ACA ACA ATA TAC CCA GAA AAA TAA 
         I   T   I   K   S   T   V   L   A   L   M   N   K   P   A   K   F 
     2653 TTA TTA CAA TCA AGT CTA CCG TAC TAG CTT TAA TGA ACA AAC CTG CTA AAT 
  AAT AAT GTT AGT TCA GAT GGC ATG ATC GAA ATT ACT TGT TTG GAC GAT TTA 
         I   V   T   P   K   V   N   E   H   I   T   F   L   H   A   I   R 
     2704 TCA TAG TTA CAC CGA AGG TTA ATG AGC ATA TAA CTT TTC TGC ATG CAA TAA 
  AGT ATC AAT GTG GCT TCC AAT TAC TCG TAT ATT GAA AAG ACG TAC GTT ATT 
         N   H   Y   Q   G   I   L   F   S   I   F   T   I   I   A   C   I 
     2755 GAA ATC ATT ATC AAG GAA TCT TAT TTT CAA TAT TTA CAA TAA TTG CAT GTA 
  CTT TAG TAA TAG TTC CTT AGA ATA AAA GTT ATA AAT GTT ATT AAC GTA CAT 
         A   I   S   G   S   Y   W   V   L   L   S   F   I   P   G   C   F 
     2806 TCG CAA TTT CTG GAA GTT ATT GGG TAT TAT TAT CAT TTA TTC CGG GTT GTT 
  AGC GTT AAA GAC CTT CAA TAA CCC ATA ATA ATA GTA AAT AAG GCC CAA CAA 
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              G   F   L   F   E   M   Q   A   N   H   R   T   S   E   E   Q   I    
     2857 TTG GGT TTT TGT TCG AAA TGC AAG CTA ATC ATC GGA CAT CAG AAG AAC AAA 
  AAC CCA AAA ACA AGC TTT ACG TTC GAT TAG TAG CCT GTA GTC TTC TTG TTT       
              K   A   D   K   L   Q   S   Y   N   N   K   A   L   Q   S   G   N 
     2908 TAA AAG CGG ATA AAT TAC AGA GTT ACA ACA ATA AGG CAT TAC AAT CTG GCA 
  ATT TTC GCC TAT TTA ATG TCT CAA TGT TGT TAT TCC GTA ATG TTA GAC CGT 
         T   E   T   V   D   W   N   D   * 
     2959 ACA CGG AAA CAG TTG ATT GGA ATG ATT AAA ATT ACA TCA TTA CTA TTT TTT 
  TGT GCC TTT GTC AAC TAA CCT TAC TAA TTT TAA TGT AGT AAT GAT AAA AAA 
     3010 AGT ATA GGA GTA AAA AAG GTG AGA AGT CAG AAA TTT TAA TCT GGG TAA AGT 
  TCA TAT CCT CAT TTT TTC CAC TCT TCA GTC TTT AAA ATT AGA CCC ATT TCA 
     3061 AGT GAA TTG TTT ATC GAA TGA TAA CCT GCT GAA TCT ATT TTA TAA CGA AGG 
  TCA CTT AAC AAA TAG CTT ACT ATT GGA CGA CTT AGA TAA AAT ATT GCT TCC 
     3112 ACC CAG CGC TTT AAT CCC GTA TGC AAA AAG ATG GCT GAA AAG GAA ACT CGG 
  TGG GTC GCG AAA TTA GGG CAT ACG TTT TTC TAC CGA CTT TTC CTT TGA GCC 
     3163 CTA AAC AGC ATA AAA TGT CCA GTA CTG TTT TTA CGG ATC ACC GGG AGT CAG 
  GAT TTG TCG TAT TTT ACA GGT CAT GAC AAA AAT GCC TAG TGG CCC TCA GTC 
     3214 CGG TTC GAC TTT TAC CAG CAT CCG CTG TTA CAA CTG CAG TAC CAG TAT GAC 
  GCC AAG CTG AAA ATG GTC GTA GGC GAC AAT GTT GAC GTC ATG GTC ATA CTG 
     3265 TTT TCC GTC AAC ACT AGT CGA TAA ACT GTG TCC GGC ATG TGC TGG AAA ATT 
  AAA AGG CAG TTG TGA TCA GCT ATT TGA CAC AGG CCG TAC ACG ACC TTT TAA 
     3316 GCA CAC CTG CAA AGA ATG CGG TGC TCC AAT TAA CAT GGA AAT TAA TCA TTA 
  CGT GTG GAC GTT TCT TAC GCC ACG AGG TTA ATT GTA CCT TTA ATT AGT AAT 
     3367 ATT CAT AGC CTA AAC GAT TAA TTT CGT TTA GGC CCT CAA TTT TCA AGT CAA 
  TAA GTA TCG GAT TTG CTA ATT AAA GCA AAT CCG GGA GTT AAA AGT TCA GTT 
     3418 GTG CAA CGA TGA TAA CGA ATC CTT GAT AGT GGT ATA GGT TGT TAA GCC ATG 
  CAC GTT GCT ACT ATT GCT TAG GAA CTA TCA CCA TAT CCA ACA ATT CGG TAC 
                                                             *   A   M   R  
     3469 CGT CGG TAG TAA TCG CAT GGT CGA AGA TAG TTC AGA ATA CGT CTG GGA CGA 
  GCA GCC ATC ATT AGC GTA CCA GCT TCT ATC AAG TCT TAT GCA GAC CCT GCT 
         R   Y   Y   D   C   P   R   L   Y   N   L   I   R   R   P   R   H 
     3520 TGG TTC AGT GCT GAT TGG ACT GCT TGG ATC TCA ACC AGC GTA ACG TCC CTG 
  ACC AAG TCA CGA CTA ACC TGA CGA ACC TAG AGT TGG TCG CAT TGC AGG GAC 
         N   L   A   S   Q   V   A   Q   I   E   V   L   T   V   D   R   L 
     3571 AGA GAC TTT CCC TTC GGG AAG TAC TCC CTG AGT AAT CCG TTG GTG TTC TCG 
  TCT CTG AAA GGG AAG CCC TTC ATG AGG GAC TCA TTA GGC AAC CAC AAG AGC 
         S   K   G   K   P   F   Y   E   R   L   L   G   N   T   N   E   N 
     3622 TTA GTG CCG CGC TCC CAA GGC GAG TAT GGA TGA GCA AAA TAG ATC TGG GTT 
  AAT CAC GGC GCG AGG GTT CCG CTC ATA CCT ACT CGT TTT ATC TAG ACC CAA 
         T   G   R   E   W   P   S   Y   P   H   A   F   Y   I   Q   T   G 
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     3673 CCA ACG ATC TCC GAC AGC TTG GCG AAC TCG GAA CCA TTG TCA AAC GTG ATA 
  GGT TGC TAG AGG CTG TCG AAC CGC TTG AGC CTT GGT AAC AGT TTG CAC TAT 
         V   I   E   S   L   K   A   F   E   S   G   N   D   F   T   I   S 
     3724 CTC TCA AAC TCC TTG GCA CCG TAA TCG TTG ATC GTG TCC TGC AAG GCT TTA 
  GAG AGT TTG AGG AAC CGT GGC ATT AGC AAC TAG CAC AGG ACG TTC CGA AAT 
         E   F   E   K   A   G   Y   D   N   I   T   D   Q   L   A   K   L 
     3775 AGG CAG GTG TCC GCA TGA TAG TCA GGT ATC TTA ACG ATG ATT TCA GTT CGG 
  TCC GTC CAC AGG CGT ACT ATC AGT CCA TAG AAT TGC TAC TAA AGT CAA GCC 
         C   T   D   A   H   Y   D   P   I   K   V   I   I   E   T   R   S 
     3826 CTG TAC CGT TCT GTG AGC GTC ATC AGC GCT GGC TCA TCA GCC GAA CGA ATA 
  GAC ATG GCA AGA CAC TCG CAG TAG TCG CGA CCG AGT AGT CGG CTT GCT TAT 
         Y   R   E   T   L   T   M   L   A   P   E   D   A   S   R   I   G 
     3877 CCT TTG ACC AAG TCG CCT TCC CAA TGT CCC ACG CCT GTA CGG TCA TTC ACG 
  GGA AAC TGG TTC AGC GGA AGG GTT ACA GGG TGC GGA CAT GCC AGT AAG TGC 
         K   V   L   D   G   E   W   H   G   V   G   T   R   D   N   V   A 
     3928 GCC GCA GGA CGC AGC TCG ATT GAG TCG CCG TAT ATC TTC TTG TTC TTG CGT 
  CGG CGT CCT GCG TCG AGC TAA CTC AGC GGC ATA TAG AAG AAC AAG AAC GCA 
         A   P   R   L   E   I   S   D   G   Y   I   K   K   N   K   R   K 
     3979 TTG TGG GCG TTC TTA TAG CCT TTG ACG CGG CGT CGG AGC TTC TTG GGG AGT 
  AAC ACC CGC AAG AAT ATC GGA AAC TGC GCC GCA GCC TCG AAG AAC CCC TCA 
         H   A   N   K   Y   G   K   V   R   R   R   L   K   K   P   L   T 
     4030 GTC ATG TTG TTT AGT TCA AGC AGC CCG GCA TCG ATG TAG CGG TAC ACG GTA 
  CAG TAC AAC AAA TCA AGT TCG TCG GGC CGT AGC TAC ATC GCC ATG TGC CAT 
         M   N   N   L   E   L   L   G   A   D   I   Y   R   Y   V   T   T 
     4081 GTC GTT GAA GGG CAA GAC TTA CCC TGG TCG CGA TAG AAG TGT ACG AAA CTA 
  CAG CAA CTT CCC GTT CTG AAT GGG ACC AGC GCT ATC TTC ACA TGC TTT GAT 
         T   S   P   C   S   K   G   Q   D   R   Y   F   H   V   F   S   D 
     4132 TCA ACG CTG TGC ACG CGA GGC TTG CGG GTA AGC TCC TTG GTG AGA GCT TTG 
  AGT TGC GAC ACG TGC GCT CCG AAC GCC CAT TCG AGG AAC CAC TCT CGA AAC 
         V   S   H   V   R   P   K   R   T   L   E   K   T   L   A   K   F 
     4183 AAG AAC GCA CGG TCG GTT TTG AGA AAG GCG TGG TGT CCG GTT CTG TCG CGT 
  TTC TTG CGT GCC AGC CAA AAC TCT TTC CGC ACC ACA GGC CAA GAC AGC GCA 
         F   A   R   D   T   K   L   F   A   H   H   G   T   R   D   R   K 
     4234 TTG CGG TCG TGT ATG GCT TGG GCA GTT TCC GCA AGA TAG ACT TGA TGC GAG 
  AAC GCC AGC ACA TAC CGA ACC CGT CAA AGG CGT TCT ATC TGA ACT ACG CTC 
         R   D   H   I   A   Q   A   T   E   A   L   Y   V   Q   H   S   H 
     4285 TGA CGC TTC GAG TCG AGC TGA GTT ACA GAT CCA CGC GTG ATT TCC CGT GAG 
  ACT GCG AAG CTC AGC TCG ACT CAA TGT CTA GGT GCG CAC TAA AGG GCA CTC 
         R   K   S   D   L   Q   T   V   S   G   R   T   I   E   R   S   I 
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     4336 ATT GTC GCT TTA CTG CGA TGA AGC TTC TGT GCA ATC ACG GTC GCG GTG TCA 
  TAA CAG CGA AAT GAC GCT ACT TCG AAG ACA CGT TAG TGC CAG CGC CAC AGT 
         T   A   K   S   R   H   L   K   Q   A   I   V   T   A   T   D   G  
     4387 CCA GTA GCC CGA AGG GCC TGA ATT GTA GCA CAG TCG CTA AGA CTG AGT TGT 
  GGT CAT CGG GCT TCC CGG ACT TAA CAT CGT GTC AGC GAT TCT GAC TCA ACA 
         T   A   R   L   A   Q   I   T   A   C   D   S   L   S   L   Q   Q 
     4438 TGG TAG TGC TTG TGA GTG TTA ATC TGA GAG TGG GTC ATA AAG ATT CCT GCT 
  ACC ATC ACG AAC ACT CAC AAT TAG ACT CTC ACC CAG TAT TTC TAA GGA CGA 
         Y   H   K   H   T   N   I   Q   S   H   T   M  Tnp 
      
     4489 TTC TTG TCT GGT TGC ACT AAC AAG AAT AGG TCT TCA TGG CCT TTT TG 
  AAG AAC AGA CCA ACG TGA TTG TTC TTA TCC AGA AGT ACC GGA AAA AC 
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ANEXO I B. Alineamiento múltiple (CLUSTAL 2.0.12) de las secuencias de aminoácidos de las 
glicosiltransferasas de:  
 
 
P.parvulus2.6             MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSILPILAKKQPLEVI 58 
P.parvulusIOEB8801        MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSILPILAKKQPLEVI 58 
P.parvulusCUPV1           MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSILPILAKKQPLEVI 58 
P.parvulusCUPV22          MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSILPILAKKQPLEVI 58 
Lb diolivoransG77         MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSILPILAKKQPLEVI 58 
Lb.suebicusCUPV221        MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSILPILAKKQPLEVI 58 
O.oeniI4                  MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSMLPILAKKQPLEVI 58 
O.oeniIOEB0205            MLNDNDSELKKFHLFHSKPVFVPVILIIWLFIMCLYEY--LTYTDSMLPILAKKQPLEVI 58 
S.pneumoniae37            -----------MRKIRTKSTMYITLLLSWLALLLLVMPAFIHTVRDASEYQGVLRPLVLV 49 
P.freudenreichiiTL34      --------------MTKSPALYRVILLVWAALFGLAL----LTTAGSLSREITQRPVAGV 42 
                                        : ....:  .:*: *  :: *        . .        :*:  : 
 
P.parvulus2.6             LPIFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
P.parvulusIOEB8801        LPIFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
P.parvulusCUPV1           LPIFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
P.parvulusCUPV22          LPIFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
Lb.diolivoransG77         LPIFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKAKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
Lb.suebicusCUPV221        LPIFNQLFVALFFLLGITNIIIAIRYAMIKDKVKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
O.oeniI4                  LPIFNQLFVALFFLFGITNIIIAIRYAMIKDKVKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
O.oeniIOEB0205            LPIFNQLFVALFFLFGITNIIIAIRYAMIKDKVKESELAILAKETPADWHPKVELLYTTY 118 
S.pneumoniae37            LVVLNALFISYFWLNGLKDIIYVSTFYLNNYIHIYG--SSFKKSSSISEAKKVILLYCTA 107 
P.freudenreichiiTL34      LALVTLLSIGYFWLNGIKDVLYTAWYYLVMRGRIR----PVRRRELHRHPPRVVMVYCTR 98 
                          * :.. * :. *:* *:.::: .  : :            . :        :* ::* *  
 
P.parvulus2.6             NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
P.parvulusIOEB8801        NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
P.parvulusCUPV1           NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
P.parvulusCUPV22          NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
Lb.diolivoransG77         NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
Lb.suebicusCUPV221        NDFIPYAIAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
O.oeniI4                  NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
O.oeniIOEB0205            NDFIPYALAQCLKQTYDNTQGVILDNSTDPKYIKMIDDFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAG 178 
S.pneumoniae37            NDFVPECLVESMQQDYANFETVILDDSKSEVYKQQVDEFAKKY-NVSVIRRDDRNGFKAG 166 
P.freudenreichiiTL34      NDFNANSLAASMKQRYTNVHTVILDDSDKPEYLTMIDIFAATH-DVQVVRRENHVGFKAG 157 
                          *** . .:. .::* * * . ****:* .  *   :* *.  : :*.::* .:.   *** 
 
P.parvulus2.6             NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
P.parvulusIOEB8801        NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
P.parvulusCUPV1           NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
P.parvulusCUPV22          NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
Lb.diolivoransG77         NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
Lb.suebicusCUPV221        NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
O.oeniI4                  NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISGQNHNSFM 237 
O.oeniIOEB0205            NLNNYLCNGTHDYDYFVILDSDELLENRFVEKCLKMFYYN-NIGILQCNHISGQNNNSFM 237 
S.pneumoniae37            NINNYLKNK-NDYDYFVLLDSDEIIPSNFIKKSLAYFEKNRNLGILQATHVASRNRNLFM 225 
P.freudenreichiiTL34      NLNNYLTG--ADYDYFVILDSDEIIPPRFIRRMLDYFASDRSIGIVQATHVATRNVTRFQ 215 
                          *:**** .   ******:*****::  .*:.: *  *  : .:**:*..*:: :* . *  
 
P.parvulus2.6             RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
P.parvulusIOEB8801        RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
P.parvulusCUPV1           RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
P.parvulusCUPV22          RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
Lb.diolivoransG77         RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
Lb.suebicusCUPV221        RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
O.oeniI4                  RTFSSSGNIFWPVQNVVRSVEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIG 297 
O.oeniIOEB0205            RTFASSANVFWPVQNVVRNAEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMMSRECFEDIG 297 
S.pneumoniae37            DTLAIGVDSHWPVYQKVKHYYG------------------FLSLLGHGAMISKDCYQAAG 267 
P.freudenreichiiTL34      QKFSLGVDSHWPVYQSVKNRYG------------------FLSLLGHGAMVSKQAFDAAG 257 
                           .:: . : .*** : *:   *                  :   ****.*:*::.::  * 
 
P.parvulus2.6             QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKK 356 
P.parvulusIOEB8801        QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKK 356 
P.parvulusCUPV1           QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKK 356 
P.parvulusCUPV22          QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKK 356 
Lb.diolivoransG77         QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKK 356 
Lb.suebicusCUPV221        QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKK 356 
O.oeniI4                  QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMAALMIRSSKFCSANLEFFRK 356 
O.oeniIOEB0205            QIPYAVAEDLCTSIEATLKG-WNIKFASQIYGNEAFPVNMTALMIRSSKFCSANLEFFRK 356 
S.pneumoniae37            GFPHVVAEDLCFSIESRIKGDYHVGFADDIVCQEEYPVDYLAFKKRHSKWTQGNMEFIKR 327 
P.freudenreichiiTL34      GFPLMVAEDLCFSLAVREHG-YTTVFAPDVTCQEEFPVDYLAFRKRHSKWTQGNMEFIRK 316 
                           :*  ****** *:    :* :   ** ::  :* :**:  *:  * **: ..*:**::: 
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P.parvulus2.6             YSARIIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPT 416 
P.parvulusIOEB8801        YSARIIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPT 416 
P.parvulusCUPV1           YSARIIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPT 416 
P.parvulusCUPV22          YSARIIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPT 416 
Lb.diolivoransG77         YSARIIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPT 416 
Lb.suebicusCUPV221        YSARIIKSKTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICPVLHIPLVTQLFMLLPT 416 
O.oeniI4                  YSSRIIKSKTISLYQKIDLFCFTLAAPIIAFQYISLVISSIICPALHIPLVTQLFMLLPT 416 
O.oeniIOEB0205            YSSRIIKSKTISLYQKIDLFCFTLAAPIIAFQYISLVISSIICPALHIPLVTQLFMLLPT 416 
S.pneumoniae37            YT-PIILKSKLKWQEKLDIVLFTYNLPLTAVFAFYIVMNLILFPLLHFKLEYPAWLLIPT 386 
P.freudenreichiiTL34      NTRPIMTSRQLHWYEKLDIVLFTYALPLTAVFSVFVVINVVVLPMMHASLQFPLWMLIPT 376 
                           :  *: .  :   :*:*:. **   *: *.  . :*:. :: * :*  *    ::*:** 
 
P.parvulus2.6             LVCYFSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
P.parvulusIOEB8801        LVCYFSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
P.parvulusCUPV1           LVCYFSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
P.parvulusCUPV22          LVCYFSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
Lb.diolivoransG77         LVCYFSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
Lb.suebicusCUPV221        LVCYFSQSLVDTVFHLTNGMKFLDLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
O.oeniI4                  LVCYFSQSLVDSIFNLKNGMKFLYLLIYEVESMLLYGSFYFITIKSTVLALMNKPAKFIV 476 
O.oeniIOEB0205            LVCYFSQSLVDSIFNLKNGMKFLYLLIYEVEAMLLYGSFYFITIKSTVLALMNRPAKFIV 476 
S.pneumoniae37            VIFLLAPMSNDIIFYSRK-INIFQLIFYVFTSFMLFGSMFYVSLVSSFKSIFGKKAVFLV 445 
P.freudenreichiiTL34      VAFLVAPMVNDVVFHWAK-MAHTKLLSYSGGSMMLYGSMYFTSLRSSLKSMFG-NSVFLV 434 
                          :   .:    * :*   : :    *: *   :::*:**::: :: *:. :::.  : *:* 
 
P.parvulus2.6             TPKVNEHITFLHAIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
P.parvulusIOEB8801        TPKVNEHITFLHAIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
P.parvulusCUPV1           TPKVNEHITFLHTIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
P.parvulusCUPV22          TPKVNEHITFLHTIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
Lb.diolivoransG77         TPKVNEHITFLHAIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
Lb.suebicusCUPV221        TPKVNEHITFLHAIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
O.oeniI4                  TPKVNEHITFLHAIRNHYQGILFS-IFTIIACIAISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
O.oeniIOEB0205            TPKVNEHITFLHAIRNNYQGILFS-IFTIIACISISGSYWVLLSFIPGCFGFLFEMQANH 535 
S.pneumoniae37            TPKDTRKITVLEALKLNYKEIIFACTLMTISILTSGNILPVILIAIPSLFSPVLTLYSNY 505 
P.freudenreichiiTL34      TPKDSTAISFREALRSTRSELIFAGVLAVISLVFTRSVFPVFLLVLPAMVAPYLMVRHQP 494 
                          *** .  *:. .:::   . ::*:  :  *: :   .   *:*  :*. ..  : :  :  
 
P.parvulus2.6             RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
P.parvulusIOEB8801        RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
P.parvulusCUPV1           RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
P.parvulusCUPV22          RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
Lb.diolivoransG77         RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
Lb.suebicusCUPV221        RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
O.oeniI4                  RTSEEQIKADKLQSYNNKALQSGNTETVDWND 567 
O.oeniIOEB0205            RTSEEQIKADKLQSYNNKALQFGNTETVDWND 567 
S.pneumoniae37            RVKK---------------------------- 509 
P.freudenreichiiTL34      TRAELHERQRGKVLQAA--------------- 511 
                             :                             
 
 
Referencias: Se indican los aminoácidos idénticos en todas las secuencias (*) y los aminoácidos conservados (. :). En verde se 
señalan los cuatro aspárticos conservados en la superfamilia GT-A, que incluye el motivo DxD de coordinación al ión metálico y el 
motivo QXXRW característico de las procesivas, aunque poco conservado sólo en las GTF de S. pneumoniae serotipo 37 y de P. 
freundenreichii subsp. Shermanii TL34. En amarillo se señalan los cambios de aminoácidos en las GTFs de O. oeni I4 e IOEB0205, 
Lb. suebicus CUPV221, P. parvulus CUPV1 y CUPV22 respecto a GTF de P. parvulus 2.6R. En fucsia se indican el primer y último 
aminoácido de la región de GTF, cuya estructura tridimensional se modeló según las putativas glicosiltransferasas de B. subtilis y 
Bc. fragilis (Fig. 2D). 
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ANEXO I C 
                              P-VD----TYNE                               D 
P. parvulus            -AKETPADWHPKVELLYTTYND----FIPYALAQCLKQTYDN--TQGVILDNSTDPKYIK 53 
Lb. suebicus           -AKETPADWHPKVELLYTTYND----FIPYAIAQCLKQTYDN--TQGVILDNSTDPKYIK 53 
S. pneumoniae          --KSSSISEAKKVILLYCTAND----FVPECLVESMQQDYAN--FETVILDDSKSEVYKQ 52 
P. freudenreichii      --RRELHRHPPRVVMVYCTRND----FNANSLAASMKQRYTN--VHTVILDDSDKPEYLT 52 
Shewanella sp.         -----LHTRTAILMPTYNESPDRVFSAVSVMAEALSQTGHGHAFDWFILSDTTDPEIAL- 54 
G. xylinus             --NPDEWPTVDIFVPTYNEELS----IVRLTVLGSLGIDWPPEKVRVHILDDGRRPEFAA 54 
B. thuringiensis       ----EKLPTVDIFIATYNEPID----LLKRTIAGCTLITYPKELLNIYICDDGRRESVKQ 52 
Agrobacterium sp.      LAGNPHAPLVDVFICTYNEPLN----VLEKSIIAAQAMDYPR--LRVFVCDDTRRGEVRT 55 
                                   .   *    .         :  .             : *:         
                                                   L       
                                                   HAKAGNIN                   D-D 
P. parvulus            MID-------DFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNLNNYLCNGT---HDYDYFVILDSDEL 103 
Lb. suebicus           MID-------DFVIAHPNVKLVRDSQNKHAKAGNLNNYLCNGT---HDYDYFVILDSDEL 103 
S. pneumoniae          QVD-------EFAKKY-NVSVIRRDDRNGFKAGNINNYLKNK----NDYDYFVLLDSDEI 100 
P. freudenreichii      MID-------IFAATH-DVQVVRRENHVGFKAGNLNNYLTG-----ADYDYFVILDSDEI 99 
Shewanella sp.         LEEQAFLVLRQETHKHSRVYYRRRRKNVARKAGNVADFCRRWG---SRYDHLLVLDADSL 111 
G. xylinus             FAA-------ECGANY-----IARPTNEHAKAGNLNYAIGHT-----DGDYILIFDCDHV 97 
B. thuringiensis       LAA-------EFSVHH-----ITRTENKHAKAGNLNHAMLHS-----KGDIIVTMDADMI 95 
Agrobacterium sp.      YCE-------AAGVNY-----VTRPDNKHAKAGNLNNALLHTNALEEVSDFIMVLDADFA 103 
                                      :          .   ****:              * :: :*.*   
 
                                             QTP 
P. parvulus            LENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISG-----QNHNSFMRTFSSSGNIFWPVQNVVRS 157 
Lb. suebicus           LENRFVEKCLKMFYYN-DIGILQCNHISG-----QNHNSFMRTFSSSGNIFWPVQNVVRS 157 
S. pneumoniae          IPSNFIKKSLAYFEKNRNLGILQATHVAS-----RNRNLFMDTLAIGVDSHWPVYQKVKH 155 
P. freudenreichii      IPPRFIRRMLDYFASDRSIGIVQATHVAT-----RNVTRFQQKFSLGVDSHWPVYQSVKN 154 
Shewanella sp.         MESSTITGLAQRMQADPDAGLIQTIPSLIN-----GTTLMARLQQFAARIYGPVIGTGLG 166 
G. xylinus             PTRAFLQLTMGWMVEDPKIALMQTPHHFYSPDPFQRNLSAGYRTPPEGNLFYGVVQDGND 157 
B. thuringiensis       PRANFLERTIGYFS-KNNIVFVQAPQVFYNADPFQYNLFFEDNIANEQDFFMRQLEEGKD 154 
Agrobacterium sp.      PQANFLRRVTGLFS-DPKVAVVQTPQFYFNSDPIQHNLGIDKSFVDDQRVFFDDFQPAKD 162 
                            :      :  . .  .:*                           .          
                                              FFCGS                               D 
P. parvulus            VEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP----------YAVAED 207 
Lb. suebicus           VEGGWLNKTVSGVSVGQTGGALCIELGHGVMISRECFEDIGQIP----------YAVAED 207 
S. pneumoniae          YYG------------------FLSLLGHGAMISKDCYQAAGGFP----------HVVAED 187 
P. freudenreichii      RYG------------------FLSLLGHGAMVSKQAFDAAGGFP----------LMVAED 186 
Shewanella sp.         WWVQ----------------KEGNFWGHNAIIRTEAFMGAAGLPNLKGKPPFGGHILSHD 210 
G. xylinus             FWD------------------ATFFCGSCAILRRTAIEQIGGFAT---------QTVTED 190 
B. thuringiensis       RFN------------------ATMYVGSNALFRRTALEEIGGFAT---------GVITED 187 
Agrobacterium sp.      AVG------------------CAFRVGTSFVVRRAAVNGIGGFPT---------DALTED 195 
                                                 *   :.   .    . :.            ::.* 
 
                                                            Q--RW 
P. parvulus            LCTSIEATLKG-WNIKFASQIYG-NEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSARIIKS 265 
Lb. suebicus           LCTSIEATLKG-WNIKFASQIYG-NEAFPVNMAALMIRSSKFCSANFEFFKKYSARIIKS 265 
S. pneumoniae          LCFSIESRIKGDYHVGFADDIVC-QEEYPVDYLAFKKRHSKWTQGNMEFIKRYT-PIILK 245 
P. freudenreichii      LCFSLAVREHG-YTTVFAPDVTC-QEEFPVDYLAFRKRHSKWTQGNMEFIRKNTRPIMTS 244 
Shewanella sp.         FVEAALIRRAG-WSVVIAYDLPGSYEECPPSIVDLAVRDRRWCQGNLQH-----SRILPT 264 
G. xylinus             AHTALKMQRLG-WSTAYLRIPLA-GGLATERLILHIGQRVRWARGMLQI-FRIDNPLFGR 247 
B. thuringiensis       MATGMLLQANK-WETIFVNETLA-VGLSPETFSDLLKQRDRWCRGNIQV-VKKWNPFTIK 244 
Agrobacterium sp.      MLLTYRLMERG-YVTRWLNEKWS-VGLSAEGVPEYITQRTRWCLGTIQIGLLRTGPLWRG 253 
                                   :               .        :  ::  . ::        :    
 
                                              R—-FL--PL 
P. parvulus            KTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICP------------------------ 301 
Lb. suebicus           KTISLYQKIDLFCFTLSVPISAFQYISLVITSIICP------------------------ 301 
S. pneumoniae          SKLKWQEKLDIVLFTYNLPLTAVFAFYIVMNLILFPLLHFKLEYPAWLLIPTVIF----- 300 
P. freudenreichii      RQLHWYEKLDIVLFTYALPLTAVFSVFVVINVVVLPMMHASLQFPLWMLIPTVAFL---- 300 
Shewanella sp.         KGLHWVSRLHLMTGIMAYLSSPFWLLLILTGLMLALQAHFIRPEYFT------------- 311 
G. xylinus             G-LSWGQRLCYLSAMTSFLFAVPRVIFLSSPLAFLFFGQNIIAASPLALLAYAI------ 300 
B. thuringiensis       G-LSFMQRLLYADGIHYWFFGVYKMIFLLAPLLFLIFDIYSLEINFMHLFMFWAPAFL-- 301 
Agrobacterium sp.      N-FTLTQRLHYLHGLFCWLSKPLILCLLLAPSIYWLTGVSALQV---------------- 296 
                         :   .::                  :                                 
 
Referencias: Alineamiento múltiple (CLUSTAL 2.0.12) de las secuencias de aminoácidos (100 al 400) que contienen el putativo 
sitio activo de las GTFs de P. parvulus 2.6R y Lb. suebicus CUPV221, con las correspondientes regiones de algunas 
glicosiltrasnferasas de la familia GT-2: (aminoácidos 90-390) de Tts (CAB51329) de S. pneumoniae 37 y la putativa GTF 
(CAO99139) de P. freundenreichii subsp. Shermanii TL34; (aminoácidos 130-440) de MdoH (ABI43135) de Shewanella sp. 
MR7; (aminoácidos 143-443) de BscA (CAA38487) de Gluconobacter xylinus ATCC53582; (aminoácidos 100-400) de BscA 
(EEM66768) de Bacillus thuringiensis serovar berliner ATCC10792; (aminoácidos 110-405) de CrdS (AAD20440) de 
Agrobacterium sp ATCC 31749. En amarillo se señalan los cuatro aspárticos conservados que incluyen el dominio DXD de unión 
al ión metálico y el motivo QXXRW característico en las procesivas. En verde se muestran los 5 motivos conservados en las 
celulosas sintasas (BscA).  Los aminoácidos idénticos se señalan con (*) y los conservados con (. :). 
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